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Was wir selbst tun können, 
das dürfen wir Gott nicht überlassen. 
 Gorch Fock 
 Zusammenfassung 
In dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen FGF-223 und dem survival of moto-
neuron Protein genauer charakterisiert. Beide Proteine interagieren direkt und bevor-
zugt im Zellkern miteinander. Die Bindedomäne von FGF-223 überlappt sowohl mit 
einer Nukleinsäure-bindenden Domäne als auch mit der Interaktionsdomäne von 
Gemin2. Während FGF-223 nicht mit U2 snRNA um die Bindung an SMN kompetiert, 
kompetiert es mit Gemin2. Dabei wird Gemin2, eine Kernkomponente des SMN-
Komplexes, aus diesem verdrängt. Auf zellulärer Ebene macht sich diese Verdrän-
gung durch die verringerte Anzahl an SMN-positiven Kernkörpern bemerkbar. Dies 
gilt zum einen für das hier gewählte Zellkulturmodell, in dem FGF-223 überexprimiert 
wird. Zum anderen auch für transgene Mäuse, die alle Isoformen des humanen 
FGF-2 überexprimieren. Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Einfluß der RG-Motive, 
die charakteristisch für die hochmolekularen Isoformen von FGF-2 sind, auf die intra-
nukleäre Lokalisation von FGF-2 untersucht. Dabei wurde festgestellt, daß die kor-
rekte intranukleäre Lokalisation der hochmolekularen Isoformen des Fibroblasten-
wachstumsfaktors-2 sowohl von der Anzahl der RG-Motive als auch von der Kernlo-
kalisationssequenz im Carboxyterminus des Proteins abhängt. Die RG-Motive von 
FGF-2 sind ein Substrat der Protein-Arginin-Methyltransferase 1 (Klein et al., 2000). 
Während PRMT1 RG-Motive asymmetrisch methyliert, erfolgt durch die Protein-
Arginin-Methyltransferase 5 eine symmetrische Methylierung der RG-Motive 
(Herrmann et al., 2005; Rho et al., 2001). PRMT5 methyliert verschiedene Sm-
Proteine, die eine Kernkomponente der U snRNPs darstellen. Diese Methylierung 
erhöht zudem die Spezifität der Bindung an das survival of motoneuron Protein 
(Brahms et al., 2001; Friesen et al., 2001). Die in dieser Arbeit gewonnen in vitro Da-
ten sprechen dafür, daß FGF-223 in einem Komplex mit PRMT5 vorliegt und von 
PRMT5 methyliert werden kann. Die Methylierung der RG-Motive beeinflußt die Lo-
kalisation von FGF-2. FGF-2 läßt sich immuncytochemisch in der Zelle gleichmäßig 
verteilt nachweisen. Nach Einsatz des Methylierungshemmers AdOx läßt sich im-
muncytochemisch weniger FGF-2 im Zellkern finden. Mit Hilfe dieser Arbeit konnte 
ein tieferer Einblick in die Biologie des Fibroblastenwachstumsfaktors-2 und der In-
teraktion dieses Wachstumsfaktors mit dem SMN-Protein gewonnen werden. 
 
Schlagworte: FGF-2, SMN, Kernkörper 
Summary 
In this dissertation work the interaction between the fibroblast growth factor-2 
(FGF-2) and the survival of motoneuron protein was characterised. Both proteins in-
teract directly and preferentially in the nucleus. The binding domain of FGF-223 is 
overlapping with a binding domain for nucleic acids as well as with a binding domain 
of the protein Gemin2. Whilst FGF-223 does not compete with U2snRNA for binding 
on SMN, it competes with Gemin2. As a result of this competition Gemin2, which is a 
core component of the SMN-complex, is displaced out of this complex. On a cellular 
level this displacement can be noted by a loss of SMN-positiv nuclear bodies. This 
can be observed in the cell culture model we have chosen, in which FGF-223 is o-
verexpressed. Also transgenic mice overexpressing all human isoforms of FGF-2 
display a loss of SMN-positiv nuclear bodies. Furthermore the influence of RG-motifs, 
which are characteristic for the high molecular weight isoforms of FGF-2, on the in-
tranuclear localisation of FGF-2 was analysed in this study. The intranuclear localisa-
tion of FGF-2 is dependent on the number of RG-motifs present and a nuclear locali-
sation sequence in the C-terminus of FGF-2, which is common to all isoforms of this 
growth factor. The RG-motifs of FGF-223 can be methylated asymmetrically by the 
type I protein-arginine-methyltransferase PRMT1 (Klein et al., 2000). The type II me-
thyltransferase PRMT5 is able to methylate arginin-residues which reside in RG-
motifs in a symmetrical manner (Herrmann et al., 2005; Rho et al., 2001). PRMT5 
methylates several Sm-proteins, which are a core component of U snRNPs. This 
posttranslational modification increases the binding specifity of Sm-proteins to the 
SMN-protein dramatically (Brahms et al., 2001; Friesen et al., 2001). The in vitro data 
obtained in this study suggest that FGF-223 resides in a common complex with 
PRMT5 and can be methylated by this type II protein-arginine-methyltransferase. The 
methylation of FGF-223 has an influence on the localisation of this protein. FGF-2 is 
distributed equally in the cell as detected by immunocytochemical means. After inhi-
bition of methylation by the use of AdOx the distibution pattern of FGF-2 changes. 
FGF-2 can be found to localise in the nucleus to a lesser extent. This study contri-
butes to broaden the knowledge of the FGF-2 biology as well as of the interaction of 
this growth factor and the SMN-protein. 
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1.1 Der Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-2) 
Der basische Fibroblastenwachstumsfaktor-2 gehört zu der Familie der Fibrobla-
stenwachstumsfaktoren. Diese umfaßt beim Menschen und Mus musculus 22 Mit-
glieder, die von jeweils unterschiedlichen Genen codiert werden (Itoh und Ornitz, 
2004). Die Fibroblastenwachstumsfaktoren FGF-11 bis FGF-14 werden auch Fibro-
blastenwachstumsfaktor-ähnliche Faktoren genannt (Goldfarb, 2005; Ornitz und Itoh, 
2001). Die Fibroblastenwachstumsfaktoren nehmen in der vertebraten Embryonal- 
und Fetalentwicklung einen großen Einfluß auf die Entwicklung des Mesoderms 
(Bottcher und Niehrs, 2005). Ein großer Einfluß läßt sich auch in physiologischen 
Prozessen des adulten Organismus und in der Tumorgenese finden (Grose und 
Dickson, 2005). Die meisten Fibroblastenwachstumsfaktoren besitzen eine Signalse-
quenz für die Sekretion durch das endoplasmatische Retikulum (ER) beziehungswei-
se den Golgi-Apparat. Nach der Sezernierung in die extrazelluläre Matrix können die 
FGFs an spezifische FGF-Rezeptoren binden. Diese induzieren durch die intrinsi-
sche Tyrosinkinase-Aktivität die Ras/ERK-Signaltransduktionskaskade, was letztend-
lich zu Zellwachstum, Zelldifferenzierung oder Zellmigration führt (Eswarakumar et 
al., 2005; Hadari et al., 2001; Hadari et al., 1998; Powers et al., 2000). Eine weitere 
charakteristische Eigenschaft der Fibroblastenwachstumsfaktoren ist die Bindung an 
Heparasulfatproteoglycane, die an der Bildung des stabilen FGF-FGFR-Komplexes 
beteiligt sind und FGFs gegen proteolytische Degradation und thermische Denaturie-
rung schützen (Wiedlocha und Sorensen, 2004). FGF-2 ist neben FGF-1 und FGF-3 
das am besten untersuchte Mitglied der FGF-Familie. Es ist als angiogener Faktor 
bekannt und als potentielles Onkoprotein fähig Tumorwachstum und Malignität zu 
beeinflussen (Powers et al., 2000). FGF-2 wird in fast allen Zelltypen exprimiert und 
je nach Zelltyp und Entwicklungsstadium differentiell reguliert (Grothe und Unsicker, 
1990; Grothe et al., 1990; Lobb, 1988). FGF-2 liegt in Rodentia in drei Isoformen vor, 
einer 18 kDa-Isoform und zwei hochmolekularen (HMW) Isoformen mit 21 kDa be-
ziehungsweise 23 kDa. Diese werden auch HMW-FGF-2 genannt (Powell und Klags-
brun, 1991). 
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1.1.1 FGF-2 wird ausgehend von verschiedenen Start-
codons translatiert und lokalisiert differentiell in Zellen 
Die verschiedenen Isoformen des Fibroblastenwachstumsfaktor-2 werden unter Nut-
zung verschiedener Startcodons von einer mRNA-Spezies translatiert (Prats et al., 
1989; Touriol et al., 2003). Die 18 kDa-Isoform wird ausgehend von einem konven-
tionellen Kozak AUG-Startcodon translatiert und stellt die Kernsequenz aller FGF-2-
Isoformen dar. Die höhermolekularen Isoformen werden ausgehend von CUG-
Startcodons translatiert, welche 5´ des AUG-Startcodons liegen (Bugler et al., 1991; 
Florkiewicz et al., 1991; Prats et al., 1989). Die CUG-vermittelte Initiation der Trans-
lation wird durch cis-agierende Elemente, die in der mRNA-leader Sequenz lokalisiert 
sind, reguliert. Eine besondere Rolle spielt dabei eine interne ribosomale Zugangs-
stelle (IRES) (Creancier et al., 2000; Prats et al., 1992; Vagner et al., 1995). Die 
IRES stellt eine Alternative zur konventionellen Translationsinitiation dar. Bei dieser 
Form der Translationsinitiation bindet der 43S Initiationskomplex über die IRES direkt 
an das CUG-Startcodon (Komar und Hatzoglou, 2005). Ein weiterer wichtiger regula-
torischer Faktor ist das heterogene Ribonukleoprotein A1 (hnRNP A1), das an das 
5´-Ende der FGF-2 mRNA bindet. Diese beiden Faktoren erlauben eine Translation 
der FGF-2 mRNA auch unter Bedingungen, unter dem die klassische Translationsini-
tiation nicht funktioniert, wie zellulärem Streß oder viraler Infektion (Bonnal et al., 
2005). 
Abbildung 1: Darstellung der verschiedenen Startcodons und RG-Motive des Fibroblasten-
wachstumsfaktors-2. Die verschiedenen Isoformen von FGF-2 werden ausgehend von einer mRNA-
Spezies unter Nutzung verschiedener Startcodons translatiert. Charakteristisch für die Aminotermi der 
HMW-Isoformen sind RG-Motive. Die Länge des für die 23 kDa-Isoform spezifischen Aminoterminus’ 




Ein Charakteristikum der aminoterminalen Verlängerung der hochmolekularen 
FGF-2-Isoformen sind Arginin / Glycin (RG)-reiche Motive. Wie in Abbildung 1 ge-
zeigt, besitzt die 23 kDa-Isoform ein einzelnes RG-Motiv und zwei in Clustern vorlie-
gende RG-Motive. Davon sind vier RG-Motive in einem gemeinsamen Cluster und 
bilden die zentrale RG-Motivdomäne des Proteins. Diese wird aminoterminal von ei-
nem einzelnen RG-Motiv und carboxyterminal von einer Domäne aus zwei RG-
Motiven flankiert. Der Bereich zwischen den RG-reichen Domänen ist durch hydro-
phobe Aminosäuren gekennzeichnet. Die Argininreste des ersten RG-Motivs und der 
zentralen RG-reichen Sequenz sind dimethyliert (Klein et al., 2000). FGF-221 besitzt 
nur die zentrale RG-reiche Sequenz sowie den carboxyterminal flankierenden RG-
Cluster (Abb. 1). Die aminoterminale Verlängerung der hochmolekularen Isoformen 
von FGF-2 ist als Kernlokalisationssequenz beschrieben (Arese et al., 1999; Bugler 
et al., 1991; Claus et al., 2003; Dono et al., 1998). Fusioniert man ß-Galactosidase 
mit der aminoterminalen Verlängerung, so kann sie in den Zellkern transportiert wer-
den (Quarto et al., 1991). Andere Gruppen charakterisieren eine RG-reiche Sequenz 
als Kernretentionssignal (Schmidt-Zachmann et al., 1993). Die RG-Motive vermitteln 
dabei Protein-Protein- oder Protein-RNA-Interaktionen, die das Protein im Zellkern 
hält. Die 18 kDa-Isoform, die keine RG-Motive besitzt, lokalisiert in immortalisierten 
Schwann-Zellen der Ratte im Nukleolus und co-lokalisiert mit dem Protein Coilin in 
Cajal-Körpern (Claus et al., 2003). Die Lokalisation in den Nukleoli wurde auch in 
anderen Studien immuncytochemisch in NIH3T3-Zellen (Dono et al., 1998) nachge-
wiesen. FGF-218, das mit GFP fusioniert wurde, lokalisiert in COS-7- und HeLa-
Zellen ebenfalls im Nukleolus (Sheng et al., 2004). Andere Studien hingegen kom-
men zu dem Ergebnis einer hauptsächlich cytoplasmatischen Lokalisation von 
FGF-218 (Bugler et al., 1991; Foletti et al., 2003; Quarto et al., 1991; Renko et al., 
1990). FGF-223, das über alle drei RG-reichen Domänen verfügt, ist in immortalisier-
ten Zellen der Ratte chromatinassoziiert, punktuell im Zellkern verteilt und co-
lokalisiert bei Überexpression mit SMN (Claus et al., 2003). In NIH3T3- und 
HEK293T-Zellen  wird hingegen die Lokalisation von murinem mit EGFP fusionierten 
FGF-223 als nukleolär beschrieben (Foletti et al., 2003). Neben dieser Kernlokalisa-
tionssequenz im Aminoterminus der HMW-Isoformen gibt es eine zweiteilige Kernlo-
kalisationssequenz im Carboxyterminus von FGF-2. Determiniert wird diese durch 
eine Sequenz basischer Aminosäurereste, 116RSRK und 128KR. Diese Sequenz wird 
durch eine hydrophobe Region aus acht Aminosäureresten getrennt. In dieser zwei-
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geteilten Kernlokalisationssequenz sind mehrere Aminosäurereste von Bedeutung. 
Werden die Arginine 116R und 118R durch Glycin ersetzt, so findet kein Transport von 
FGF-218 und FGF-223 in den Zellkern statt (Claus et al., 2003). 119Lysin und 129Arginin 
sind entscheidend für die Kernlokalisation und die Lokalisation in den Nukleolus von 
FGF-218, 128Lysin spielt ebenfalls eine Rolle in der nukleolären Lokalisation (Sheng et 
al., 2004). Sowohl der RG-reiche Aminoterminus als auch die C-terminale Kenlokali-
sationssequenz sind für die Lokalisation der höhermolekularen Isoformen nötig 
(Foletti et al., 2003). 
1.1.2 FGF-2 entfaltet seine Wirkung sowohl durch Bindung 
an FGF-Rezeptoren als auch als intrazelluläres Protein 
Strukturuntersuchungen haben gezeigt, daß die 18 kDa-Isoform von FGF2, die die 
Kernsequenz aller FGF-2-Isoformen darstellt, zwölf antiparallele ß-Faltblätter auf-
weist (Eriksson et al., 1991; Zhu et al., 1991). FGF-2 hat eine ß-Kleeblattstruktur, in 
der die ß-Faltblätter pyramidenförmig angeordnet sind (Faham et al., 1998). Die Falt-
blätter ß10 und ß11 enthalten mehrere basische Aminosäurereste, die die primäre 
Bindestelle für Heparin darstellen. Die Bindung an die FGF-Rezeptoren erfolgt durch 
die Faltblätter ß8 und ß9 (Baird et al., 1988; Eriksson et al., 1991; Plotnikov et al., 
1999). FGF-2 bindet an alle vier bekannten FGF-Rezeptoren (FGFR), jedoch mit un-
terschiedlicher Affinität (Ornitz et al., 1996). Die FGF-Rezeptoren, die zu der Gruppe 
der Tyrosinkinaserezeptoren gehören, besitzen zwei bis drei immunglobulinähnliche 
Domänen und eine Heparinbindestelle (Johnson et al., 1990; Lee et al., 1989; 
McKeehan et al., 1998). Durch gewebespezifisches alternatives Spleißen der mRNA 
der FGFR1-3 wird die carboxyterminale Hälfte der Immunglobulindomäne III spezifi-
ziert. Für den FGFR4 gibt es keine Spleißvarianten. Die daraus resultierenden Iso-
formen der FGFR, IIIb und IIIc (Chellaiah et al., 1994; Miki et al., 1992; Naski und 
Ornitz, 1998), weisen eine stark unterschiedliche Liganden-Rezeptor-Spezifität auf 
(Avivi et al., 1993; Gilbert et al., 1993; Orr-Urtreger et al., 1993; Scotet und Hous-
saint, 1995; Yan et al., 1993). FGF-2 bindet mit hoher Spezifität an die c-Form der 
FGF-Rezeptoren. Eine wichtige Rolle in der FGF-Biologie spielt die Interaktion zwi-
schen FGF und Heparin beziehungsweise Heparansulfatproteoglycan (HSPG) 
(Schlessinger et al., 1995; Yayon et al., 1991). In heparansulfatdefizienten Zellen 
kommt es zu keiner Bindung von FGF an die Rezeptoren, wodurch eine Dimerisie-




Rezeptoren verhindert. In dem zur Zeit gültigen Modell wird angenommen, daß FGF 
und ein FGF-Rezeptor einen Komplex mit niedriger Affinität zueinander bilden, der 
durch Heparin stabilisiert und minimal aktiviert wird. Dieser Komplex, auch Minimal-
komplex genannt, erlaubt vermutlich transiente Rezeptordimerisation und eine Sig-
naltransduktion bei hoher Ligandenkonzentration. In der Gegenwart von Heparansul-
fat, das eine 6-O- und eine 2-O-Sulfatgruppe aufweist, wird der FGF/FGFR-Komplex 
stabilisiert und aktiviert. An diesen, durch Heparansulfat stabilisierten Komplex, bin-
det ein weiteres FGF-Molekül. Dadurch entsteht ein stabiler FGF/FGF-Rezeptor-
Komplex (Hsu et al., 1999; Plotnikov et al., 1999; Pye und Gallagher, 1999). Die Di-
merisierung der FGF-Rezeptoren führt zur Aktivierung der Tyrosinkinase durch trans-
Phosphorylierung zwischen den beiden Rezeptormonomeren. Nachfolgend wird über 
die Aktivierung der Src-homologen-2-phosphatase (SHP2) die Ras/ERK-
Signaltransduktionskaskade aktiviert, was zur differentiellen Genexpression führt 
(Hadari et al., 2001; Hadari et al., 1998). Durch die Aktivierung dieser Signaltrans-
duktionskaskade, aber auch durch die direkte Interaktion mit intrazellulären Faktoren, 
ist FGF-2 in der Lage ein breites Spektrum an biologischen Vorgängen, wie Zell-
wachstum, Proliferation, Differenzierung und Morphogenese zu beeinflussen (Grothe 
et al., 1998; Hadari et al., 1998; Hama et al., 2001; Muller-Ostermeyer et al., 2001; 
Szebenyi und Fallon, 1999). FGF-218 hat kein Signal für die Sekretion durch den 
ER/Golgi-Sekretionsweg wie andere FGFs. Dennoch kann es durch unkonventionelle 
Sekretionsmechanismen sezerniert werden und somit sein Wirkungsspektrum zum 
einen als para- und autokriner Faktor durch die Bindung an FGF-Rezeptoren und der 
dadurch folgenden Aktivierung der Ras/ERK-Signaltransduktionskaskade entfalten. 
Zum anderen kann FGF-218 nach Internalisierung des Liganden-Rezeptor-
Komplexes oder direkt nach der Translation als intrakriner Faktor wirken. Ohne Inter-
nalisierung kann zwar eine Differenzierung durch die Ras/ERK-
Signaltransduktionskaskade induziert werden, Zellproliferation hingegen nicht 
(Bossard et al., 2003). FGF-218 interagiert mit der ß-Untereinheit der Kinase CK2 und 
beeinflußt dessen Aktivität (Bonnet et al., 1996). In proliferierenden Zellen ist Nukleo-
lin das Hauptsubstrat von CK2. Nukleolin ist ein wichtiger Faktor für die Transkription 
ribosomaler RNA (rRNA), der Reifung ribosomaler RNA und der Ribosomenassem-
blierung (Jordan, 1987). Durch diese Interaktion kann FGF-218 sowohl die ribosomale 
Gentranskription als auch die Ribosombiogenese beeinflussen (Bonnet et al., 1996; 
Bouche et al., 1994; Bouche et al., 1987). Ein weiteres intranukleäres Protein, mit 
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dem FGF-218 interagiert, ist der Transkriptionsfaktor upstream binding factor (UBF), 
der essentiell für die Transkription ribosomaler RNA ist. FGF-218 ist mit UBF im Nu-
kleolus assoziiert und beeinflußt die rRNA-Transkription sowohl in vivo als auch in 
vitro (Sheng et al., 2005). Interessanterweise interagiert FGF-2 mit der 66 kDa Un-
tereinheit des Spleißfaktors SF3a (Gringel et al., 2004). SF3a66 bindet an die C-
terminale Region von FGF-2 sowohl der 18 kDa- als auch der 23 kDa-Isoform. Dies 
könnte auf eine Funktion von FGF-2 in der Regulation des alternativen Spleißens 
hinweisen. Während über spezifische Effekte der 21 kDa-Isoform nichts bekannt ist, 
weist die 23 kDa-Isoform verschiedene biologische Effekte auf. So vermittelt die 
Überexpression von FGF-223 in NIH/3T3-Zellen einen serum-unabhängigen Wach-
stumsphänotyp (Arese et al., 1999; Bikfalvi et al., 1995; Gualandris et al., 1999) und 
führt zu einer Strahlungsresistenz in HeLa-Zellen (Cohen-Jonathan et al., 1997). In 
neonatalen Herzmyocyten induziert die Überexpression von FGF-223 eine erhöhte 
Proliferation der Zellen und eine Veränderung des Zellkerns, die sich durch Chroma-
tinkondensation ausdrückt (Pasumarthi et al., 1996). Schwann-Zellen, die in einem in 
vivo Modell für die Regeneration peripherer Nerven als Transplantate eingesetzt 
werden, zeigen distinkte Effekte, je nachdem welche Isoform in diesen Zellen über-
expremiert wird: Während die 18 kDa-Isoform den Myelinisierungsprozess inhibiert, 
fördern die HMW-Isoformen die Regeneration der sensorischen Nerven und üben 
einen positiven Effekt auf die Myelinisierung der regenerierenden Axone aus 
(Haastert et al., 2006). FGF-223 co-lokalisiert zudem interessanterweise mit dem sur-
vival of motoneuron Protein (SMN) in SMN-positiven Kernkörpern und bindet über 
seinen argininreichen Aminoterminus direkt an den Aminoterminus von SMN (Claus 
et al., 2004; Claus et al., 2003). Das Gen, das für dieses Protein codiert, ist in der 
monogenetischen Krankheit Spinale Muskelatrophie deletiert. 
1.2 Das survival of motoneuron (SMN) Protein 
Das funktionelle SMN-Protein besteht aus 294 Aminosäureresten und hat ein Mole-
kulargewicht von 38 kDa. Die Expression ist ubiquitär und weist nur geringe gewebe-
spezifische und entwicklungsregulatorische Unterschiede auf (Gabanella et al., 2005; 
Jablonka et al., 2001). In Mus musculus ist die Aktivität des SMN-Proteins im Zentra-
len Nervensystem (ZNS) jedoch während der embryonalen und frühen postnatalen 
Entwicklung am höchsten. Es fällt danach auf ein basales und gleichbleibendes Ni-




im Zellkern hingegen in definierten Foci. Charakteristisch für das SMN-Protein ist 
dessen Oligomerisierung und die Bildung eines stabilen Multiproteinkomplexes, den 
SMN-Komplex. Dessen am besten untersuchte Funktion besteht in der Assemblie-
rung von Uridin-reichen kleinen nukleären Ribonukleoproteinen, den U snRNPs. Die-
se üben eine wichtige Funktion beim Spleißen von pre-mRNA aus (Yong et al., 
2004b). In neuester Zeit wird zudem eine axonale Funktion für das SMN-Protein po-
stuliert. In Axonen könnte SMN in der Biogenese von Ribonukleinkomplexen beteiligt 
sein, die wichtig für den Transport bestimmter RNAs sind (Briese et al., 2005; Mona-
ni, 2005). Neue Ergebnisse weisen zudem auf einen Einfluß des SMN-Proteins auf 
das Aktin-Cytoskelett hin (van Bergeijk et al., 2006). 
1.2.1 Das Krankheitsbild der SMA 
Die Spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine autosomal rezessive, neurodegenerative 
Erkrankung, die als SMA Typ I zumeist tödlich verläuft (Pearn, 1978; Roberts et al., 
1970). Charakteristisch für SMA ist die Degeneration der α-Motoneurone in den Vor-
derhornzellen des Rückenmarks und damit einhergehend eine Atrophie der innervier-
ten Muskulatur. Mit einer Inzidenz von 1 zu 6000-10000 ist die Spinale Muskelatro-
phie die häufigste genetische Todesursache bei Kindern (Pearn, 1978; Talbot, 1999). 
Man unterscheidet fünf Typen der Spinalen Muskelatrophie: SMA Typ 0 ist pränatal 
und führt zu frühem, neonatalen Tod (Dubowitz, 1999; MacLeod et al., 1999). SMA 
Typ I, auch als Werdnig-Hoffman-Krankheit bekannt, ist durch eine generelle Mus-
kelschwäche charakterisiert, die vor dem sechsten Lebensmonat auftritt. Davon be-
troffene Kinder lernen nie das eigenständige Gehen oder Sitzen und haben eine Le-
benserwartung von acht Monaten. Kinder mit SMA Typ II haben eine Lebenserwar-
tung von mehr als zwei Jahren und können selbständig sitzen. An SMA Typ III (Ku-
gelberg-Welander-Krankheit) erkrankte Kinder können selbständig gehen und stehen 
(Schmalbruch und Haase, 2001). Eine Sonderform stellt die SMA Typ IV dar, hier 
entwickeln die Patienten erst im Alter von circa 30 Jahren die ersten Symptome, eine 
milde Schwäche der proximalen Muskeln. Die SMA Typ IV ist möglicherweise nur 
symptomatisch mit der SMA verwandt (Pearn et al., 1978). 
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1.2.2 Mutationen im SMN1-Gen sind verantwortlich für die 
Entwicklung der Spinalen Muskelatrophie 
Zwar manifestiert sich die Spinale Muskelatrophie in einem heterogenen Krankheits-
bild, die Ursache ist jedoch auf einen Defekt des SMN-Gens, einem essentiellen Gen 
in Metazoa, zurückzuführen. Das SMN-Gen ist in der Region q13 des Chromosoms 5 
lokalisiert und liegt dort in zwei Kopien vor: SMN1 liegt als telomere Kopie vor, SMN2 
ist die invertierte centromere Kopie (Brzustowicz et al., 1992; Brzustowicz et al., 
1990; Lefebvre et al., 1995). Beide Gene weisen eine hohe Ähnlichkeit auf (Monani 
et al., 1999). Unabhängig vom Typ der Spinalen Muskelatrophie ist in 95 % der Pa-
tienten das SMN1-Gen deletiert. Die übrigen 5 % tragen Punktmutationen im SMN1-
Gen. Die am besten untersuchten Punktmutationen sind Y272C und E134K. Beide 
Mutationen verursachen einen SMA Typ I Phänotyp. Die Mutation Y272C liegt in der 
evolutionär hoch konservierten Y/G Box von SMN, einem Bereich im Carboxytermi-
nus, der wichtig für die Oligomerisierung des SMN-Proteins ist. Sie reduziert neben 
der Fähigkeit zur Oligomerisierung auch die Fähigkeit sogenannte Sm-Proteine zu 
binden (Lorson et al., 1998; Pellizzoni et al., 1999). Diese sind eine der Kernkompo-
nenten der U snRNPs und wurden ursprünglich in Patienten mit systemischen Lupus 
erythematodes entdeckt, da Sm-Proteine mit Sm-serotyp Antikörpern reagieren kön-
nen (Tan, 1989). In Patienten, die die Mutation Y272C tragen, ist der Proteinspiegel 
des SMN-Proteins vergleichbar mit dem von Patienten, die eine Deletion von SMN1 
aufweisen (Lefebvre et al., 1997). In DT40-Zellen, einer B-Zellinie des Huhns, die 
eine einfache Herstellung von Gen-Knockouts erlaubt, beeinflußt die Mutante Y272C 
die Viabilität der Zelle jedoch nicht, wenn sie statt des endogenen SMN konstitutiv 
überexprimiert wird (Wang und Dreyfuss, 2001). Der in Patienten auftretende Effekt 
ist deswegen wahrscheinlich auf die verminderte Fähigkeit zur Oligomerisierung zu-
rückzuführen, was sich in der Instabilität des Proteins ausdrückt (Lorson et al., 1998; 
Wang und Dreyfuss, 2001). Die Mutante E134K ist in der sogenannten Tudor-
Domäne des SMN-Proteins lokalisiert. Die Tudor-Domäne liegt in vielen Proteinen 
vor, die RNA oder Einzelstrang-DNA binden können und wurde zuerst in Drosophila 
melanogaster identifiziert (Ponting, 1997). Bei dieser Mutante ist die Interaktion mit 
den Sm-Proteinen in vitro gestört (Buhler et al., 1999; Selenko et al., 2001), jedoch 
ist auch in diesem Fall die Viabilität bei DT40-Zellen, die diese Mutante konstitutiv 




die Oligomerisierung von SMN noch die Bindung von SMN an Sm-Proteine gestört 
(Wang und Dreyfuss, 2001). Es stellt sich die Frage, weshalb das SMN2-Gen nicht 
den Verlust des SMN1-Gens kompensieren kann. Das SMN2-Gen weist im siebten 
Exon auf der +6 Position eine C/T-Transition auf (Lorson et al., 1999; Monani et al., 
1999), wodurch ein Exonischer Spleißhemmer (ESS) entsteht, der das Spleißen des 
Exon 7 reprimiert (Kashima und Manley, 2003). Der Hauptteil des daraus resultie-
renden Proteins ist um die 16 Aminosäurereste, für die das Exon 7 codiert, verkürzt 
und wird aufgrund seiner Instabilität schnell degradiert. Nur ein geringer Anteil des 
vom SMN2-Gens ausgehend translatierten Proteins entspricht dem funktionellen 
Protein, welches das Transkript des SMN1-Gens darstellt. (Coovert et al., 1997; Le-
febvre et al., 1997). Der Krankheitsphänotyp ist abhängig vom Anteil an funktio-
nellem Protein, das vom SMN2-Gen ausgehend translatiert wird. Dies läßt folgende 
Schlußfolgerung zu: Je mehr Kopien des SMN2-Gens vorhanden sind, desto mehr 
funktionelles SMN-Protein ist vorhanden und desto milder ist der Phänotyp der 
Krankheit (Feldkotter et al., 2002; McAndrew et al., 1997). 
Abbildung 2: Die Exonstruktur des SMN-Proteins und wichtige Bindedomänen. Gezeigt sind die 
Exone, die für das SMN-Protein codieren, und die jeweiligen Aminosäurereste. Desweiteren sind die 
wichtigsten Interaktionsdomänen des SMN-Proteins gezeigt. An den Aminoterminus des SMN-
Proteins können das Protein Gemin2, eine Kernkomponente des SMN-Komplexes, und Nukleinsäuren 
binden. An die Tudordomäne können sogenannte Sm-Proteine, eine Kernkomponente der U snRNPs, 
binden. Die YG-Box spielt eine Rolle für die Oligomerisierung des SMN-Proteins. 
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1.2.3 Das SMN-Protein lokalisiert in verschiedenen Struk-
turen 
Lokalisationsstudien in somatischen Zellen haben gezeigt, daß das SMN-Protein im 
Cytoplasma der Zelle perinukleär, im Zellkern hingegen in definierte Substrukturen 
lokalisiert. Im adulten Gewebe und in vielen Zellinien, wie COS-7-Zellen, lassen sich 
zumeist Kernkörper finden, die Coilin als Marker für Cajal-Körper und SMN als Mar-
ker für sogenannte Gems zugleich aufweisen oder in denen beide Markerproteine 
teilweise überlappen. Man spricht dann von mit Cajal-Körpern identischen oder teil-
weise überlappenden Strukturen. In embryonalem Gewebe und bestimmten Zellini-
en, wie HeLA PV-Zellen, sind diese beiden Strukturen voneinander unabhängig 
(Carvalho et al., 1999; Liu und Dreyfuss, 1996; Young et al., 2001; Young et al., 
2000a). Die Bildung dieser Strukturen ist abhängig von der Co-Expression der Pro-
teine SMN und Gemin2, den Kernkomponenten des SMN-Komplexes (Fischer et al., 
1997; Liu et al., 1997; Paushkin et al., 2002). Gems können in Abhängigkeit vom me-
tabolischen Zustand der Zelle mit Cajal-Körpern, die reich an mRNA-
Prozessierungsfaktoren und Transkriptionsfaktoren sind, verschmelzen (Carvalho et 
al., 1999; Liu und Dreyfuss, 1996; Malatesta et al., 2004; Matera, 2003). Während 
Cajal-Körper demnach in der Maturation von U snRNPs eine Rolle spielen, ist für 
Gems keine Funktion bekannt. Die Ausbildung der SMN-positiven Foci steht vermut-
lich auch im Zusammenhang mit der Fähigkeit des SMN-Proteins Oligomere bilden 
zu können. SMM besitzt zwei Oligomerisierungsdomänen. Die erste Oligomerisie-
rungsdomäne befindet sich im Bereich der Aminosäurereste 52-91 (Young et al., 
2000), die zweite wird durch eine YG-Box bestimmt (Lorson et al., 1998). 
Immuncytochemische Studien in primären Neuronen der Ratte haben gezeigt, daß 
SMN sowohl in Dendriten als auch in Axonen in vivo vorkommt. Dabei lokalisiert das 
SMN-Protein in granulären Strukturen, die über die axonalen Ausläufer bis in die 
Wachstumskegel hinein lokalisiert sind (Bechade et al., 1999; Pagliardini et al., 2000; 








1.2.4 Die nukleozentrische Hypothese der SMA-Pathogenese 
Welche Funktion hat das SMN-Protein in der Zelle? Die am besten untersuchte 
Funktion besteht in der Assemblierung von U snRNPs, die eine wichtige Rolle beim 
Spleißen von pre-mRNA haben. Phosphoryliertes SMN (Grimmler et al., 2005) bildet 
mit den Proteinen Gemin2-8 und unrip den SMN-Komplex. Gemin2, Gemin3, Ge-
min5 und Gemin7 binden direkt an SMN (Baccon et al., 2002; Charroux et al., 1999; 
Grimmler et al., 2005; Gubitz et al., 2002; Liu et al., 1997). Gemin3 und Gemin7 bin-
den ihrerseits an die Proteine Gemin4 beziehungsweise Gemin6 (Baccon et al., 
2002; Charroux et al., 2000). Gemin8 bindet wie auch unrip an das Gemin6/Gemin7-
Heterodimer (Carissimi et al., 2005; Carissimi et al., 2006). Neu translatierte Sm-
Proteine binden zuerst an das Protein pICln (protein, current, chloride, nukleotide-
sensitive) und dem Protein-Arginin-Methyltransferase 5 (PRMT5)-Komplex, die ge-
meinsam bestimmte Argininreste der Proteine SmB und SmD1-3
 
symmetrisch di-
methylieren. Anschließend erfolgt eine Bindung an den SMN-Komplex (Brahms et 
al., 2000; Friesen et al., 2001; Friesen et al., 2002; Meister et al., 2001). Der SMN-
Komplex vermittelt die Assemblierung des Heptamerrings bestehend aus den Sm-
Proteinen SmB, SmD1-3, SmE, SmF und SmG auf Uridin-reiche kleine Kern-RNAs 
(U snRNA), wodurch die U snRNPs entstehen. Dieser Prozeß ist ATP-abhängig 
(Meister et al., 2002; Yong et al., 2004b). Aufgereinigte Sm-Proteine können in vitro 
selbständig auf den U snRNAs in Form eines Heptamerrings assemblieren (Yong et 
al., 2004a). Der SMN-Komplex dient nicht nur als Plattform für die U snRNP-
Assemblierung, sondern sorgt auch für eine strikte Spezifität der Assemblierung 
(Yong et al., 2004b). U snRNAs werden im Zellkern durch die RNA-Polymerase II 
transkribiert und weisen eine kurze Extension am 3´-Ende auf (Meister und Fischer, 
2002; Pellizzoni et al., 2002). Der Export der U snRNAs in das Cytoplasma wird 
durch Interaktion mit PHAX und dem Cap-Binding-Komplex ermöglicht (Ohno et al., 
2000; Segref et al., 2001). Weitere cytoplasmatische Schritte der U snRNP-
Biogenese sind die Hypermethylierung der 7-Monomethylguanosin (m7G)-
Haubenstruktur an den 5´-Enden der U snRNAs zu 2,2,7-Trimethylguanosin und die 
Prozessierung der 3´-Enden der snRNA. Der Sm-Heptamerring und die hypermethy-
lierte Haubenstruktur der U snRNA dienen als Kernimportsignal. Der SMN-Komplex, 
der während der gesamten cytoplasmatischen Phase mit den U snRNPs assoziiert 
bleibt (Massenet et al., 2002), interagiert mit den Proteinen Snurportin1 und Impor-
tin ß und ermöglicht dadurch den Kernimport der U snRNPs (Narayanan et al., 2004; 
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Narayanan et al., 2002). Nach dem Import in den Zellkern werden die U snRNPs in 
den Cajal-Körpern weiter modifiziert, indem sie einer 2´-O-Ribosemethylierung und 
einer Pseudouridylierung unterworfen werden (Jady et al., 2003; Kiss, 2004). Der 
SMN-Komplex assembliert den Sm-Heptamerring sowohl auf snRNAs der großen 
(U1, U2, U4 und U5) als auch der kleinen (U11 und U12) spleißeosomalen 
U snRNPs (Golembe et al., 2005; Yong et al., 2004a; Yong et al., 2002). Auch das 
U7 snRNP, das wichtig für die Prozessierung des 3´-Endes der Histon pre-mRNA ist, 
wird durch den SMN-Komplex assembliert (Pillai et al., 2003). Ein charakteristisches 
Merkmal der U1, U2, U4 und U5 snRNAs ist die hochkonservierte Sm-Sequenz, die 
von zwei Haarnadelstrukturen flankiert wird. Die Sm-Bindestelle wird durch einen 
Bereich von vier bis sechs Uridinresten, die von einem Adenosinrest und einem 
Guanosinrest flankiert werden, charakterisiert (Raker et al., 1996). Die Bindung an 
den SMN-Komplex erfolgt bei der U1 snRNA mit hoher Affinität durch die erste Haar-
nadelstruktur (SL1) am 5´-Ende der RNA (Yong et al., 2002). Im Gegensatz dazu 
binden die U2, U4 und U5 snRNAs über Domänen nahe ihres 3´-Endes, der Sm-
Bindestelle und den beiden flankierenden Haarnadelstrukturen, an den SMN-
Komplex (Golembe et al., 2005; Yong et al., 2004a). Das Protein, welches die Bin-
dung der U snRNA vermittelt, ist Gemin5 (Battle et al., 2006). Die Sequenz der Sm-
Bindestelle der U7 snRNA weicht zwar nur geringfügig von der entsprechenden ka-
nonischen Sequenz der U1-5 snRNAs ab. Jedoch führt ein Austausch zur Inaktivie-
rung der U7 snRNA. Die Sequenz mit der U7 snRNA an den SMN-Komplex bindet ist 
bisher nicht bekannt. 
1.2.5 Die axonale Hypothese der SMA-Pathogenese 
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daß das SMN-Protein in vitro in Axonen und 
Wachstumskegeln von neuronenähnlichen P19-Zellen, embryonalen Karzinomzellen 
der Maus, akkumuliert (Fan und Simard, 2002). Immuncytochemische Studien in 
primären Motoneurone der Ratte haben gezeigt, daß SMN sowohl in Dendriten als 
auch in Axonen in vivo vorkommt (Bechade et al., 1999; Pagliardini et al., 2000). 
Desweiteren wurde anhand von Untersuchungen an kortikalen Neuronen des Huhns 
und spinalen Motoneuronen der Ratte gezeigt, daß das SMN-Protein in granulären 
Strukturen, bestehend aus Ribonukleoproteinen, vorkommt, die mit Mikrotubuli asso-
ziieren und eine bidirektionale Bewegung zwischen Zellkörper und Wachstumskegel 




bisher jedoch wenig untersucht. Die Bewegung dieser granulären Strukturen ist ab-
hängig vom Cytoskelett (Zhang et al., 2003). SMN bindet in Axonen an das Protein 
hnRNP-R (Rossoll et al., 2002). Dieses Protein kann in vitro an ß-Aktin-mRNA bin-
den (Rossoll et al., 2003). Primäre Motoneurone von transgenen SMA-Mäusen 
(Monani et al., 2000) weisen kürzere Axone und einen kleineren Wachstumskegel 
auf. Die Dendriten hingegen zeigen keine Beeinträchtigung. Zudem ist in den unter-
suchten Mäusen SMA-Mäusen eine geringere Mengen an ß-Aktin-mRNA und ß-Aktin 
in den Wachstumskegeln im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen zu finden (Rossoll et al., 
2003). Für die Motilität der Wachstumskegel scheint die Lokalisation der ß-Aktin-
mRNA (Zhang et al., 2001) und die lokale Proteinsynthese (Campbell und Holt, 
2001) von Bedeutung zu sein. Die Proteine Gemin2 und Gemin3 co-lokalisieren mit 
dem SMN-Protein in granulären Strukturen in Axonen, Dendriten und Wachstumske-
geln von primären hippocampalen Neuronen und Motoneuronen (Zhang et al., 2006). 
Aus den bis dahin bekannten Daten und den Ergebnissen ihrer Studie postulieren sie 
ein Modell, in dem ein SMN-Gemin-Komplex in neuronalen Fortsätzen eine wichtige 
Rolle bei der korrekten Lokalisation/Translation von zum Beispiel ß-Aktin-mRNA in 
den Wachstumskegeln spielt. In neuronalen Fortsätzen könnte also SMN eine Rolle 
bei der Assemblierung von mRNPs (messenger Ribonukleinpartikel) spielen, wie es 
für die Assemblierung der U snRNPs gezeigt wurde. Ein weiterer Interaktionspartner 
von SMN, der für die axonale Funktion von SMN von Bedeutung sein könnte, ist Pro-
filin (Giesemann et al., 1999). Profilin ist in die Aktinpolymerisation und die Motilität 
des Wachstumskegels involviert, diese Prozesse sind wichtig für das Auswachsen 
der Axone (Gutsche-Perelroizen et al., 1999; Kim et al., 2001; Wills et al., 1999). Ei-
ne Überexpression von SMN in PC12-Zellen führt interessanterweise zu verlängerten 
Neuriten und hat einen Einfluß auf das Aktin-Cytoskelett (van Bergeijk et al., 2006). 
1.2.6 Es existieren verschiedene Tiermodelle der SMA 
Um mehr über die Pathogenese und Mechanismen der Spinalen Muskelatrophie zu 
erfahren, hat man mehrere Tiermodelle generiert, die im folgenden kurz vorgestellt 
werden sollen. Da der Mensch als einzige Spezies zwei Kopien des SMN-Gens be-
sitzt und das SMN-Protein eine wichtige Funktion in der Zellviabilität erfüllt, erwies 
sich das Tiermodell als schwieriger Ansatz, die Krankheit SMA im Tiermodell zu un-
tersuchen. In Schizosaccharomyces pombe äußert sich die Deletion des smn1+-
Gens, dem Ortholog des humanen SMN-Gens, in einem letalen Phänotyp (Owen et 
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al., 2000). Wird im Nematoden Caenorhabditis elegans das SMN-Protein durch RNA-
Inhibition herunterreguliert, so führt dies zu einem variablen Phänotyp. Dieser reicht 
von embryonaler Letalität bis hin zu Koordinationsstörungen in der Bewegung und 
mangelndem Muskeltonus bei den Nachkommen (Miguel-Aliaga et al., 1999). In Dro-
sophila melanogaster kommt es nach Deletion des SMN-Orthologs zu später larvaler 
Letalität und zu Defekten an der motorischen Endplatte (Chan et al., 2003). 
Vielversprechender ist das Modell des Zebrafischs Danio rerio, da in diesem verte-
braten Modellorgamismus die Entwicklung der Motoneurone sehr gut charakterisiert 
ist. Durch den Einsatz von anti-sense Morpholinos kann ein niedriger Spiegel des 
Smn-Proteins induziert und die Situation der SMA simuliert werden. Wird der Spiegel 
des Smn-Proteins in diesem Tiermodell heruntergesetzt, so führt dies zu Defekten in 
der Zielfindung der Motoneurone. Weiterhin sind die mit anti-sense Morpholinos be-
handelten Motoneurone verkürzt und atypisch verzweigt. Die in diesem Modell ge-
fundenen Effekte sind zellautonom. Wird Smn nur in den Motoneuronen herunterre-
guliert, so ist die muskuläre Entwicklung nicht gestört. Diese Ergebnisse weisen stark 
darauf hin, daß die Spinale Muskelatrophie ein Defekt in der neuronalen Entwicklung 
ist (McWhorter et al., 2003). Erstaunlicherweise wirkt sich nicht nur die Herabsetzung 
des Smn-Proteinspiegels durch anti-sense Morpholinos in einem Defekt der Moto-
neurone aus. Werden die Proteine pICln und Gemin2, beides Proteine, die an der 
Biogenese der U snRNPs beteiligt sind, herunterreguliert, so tritt im Zebrafischmodell 
ein ebensolcher Effekt auf. Werden in Embryonen, in die anti-sense Morpholinos ge-
gen Smn und Gemin2 injiziert wurden, aufgereinigte U snRNPs injiziert, so wird die 
Ausbildung der axonalen Defekte verhindert (Winkler et al., 2005). Andere Arbeits-
gruppen berichten hingegen, daß das korrekte Auswachsen der Axone im Zebra-
fischmodell unabhängig von der Biogenese der U snRNPs ist (Carrel et al., 2006). 
Das Tiermodell mit dem größten Wert für die Erforschung humaner Erkrankungen ist 
ohne Zweifel das Mausmodell. Im Falle der Spinalen Muskelatrophie wurden in den 
letzten Jahren mehrerer solcher Modelle generiert, von denen die wichtigsten hier 
vorgestellt werden sollen. Die Deletion des murinen Smn-Gens, welches dem huma-
nen SMN1-Gen entspricht, führt zu einem embryonal letalen Phänotyp, wenn es ho-
mozygot deletiert wird (Schrank et al., 1997). Um dieses Problem zu umgehen, wur-
de das funktionelle Smn-Protein in Mäusen selektiv in Neuronen unter Anwendung 
des Cre-loxP-Systems in Kombination mit dem Neuron-spezifischen Enolasepromo-




tes Smn-Protein. Dieses entspricht dem humanen SMN-Protein, das durch das 
SMN2-Gen codiert wird. Die Deletion des funktionellen Smn-Proteins resultiert in 
Denervierung der Muskulatur, Abnormalität im Bewegungsmuster und einer Lebens-
erwartung von 25 Tagen (Frugier et al., 2000). Weitere Untersuchungen dieser Mut-
ante haben gezeigt, daß eine massive Akkumulation von Neurofilamenten in den 
terminalen Axonen der Motoneurone sowie ein starkes Absterben der Axone der Mo-
toneurone stattfindet (Cifuentes-Diaz et al., 2002). In einem weiteren Mausmodell 
wurde das humane SMN2-Gen auf einem Smn-/--Hintergrund exprimiert. In diesem 
Modell zeigen die Mäuse mit einer geringen Kopienanzahl des SMN2-Gens schwere 
Defekte der Motoneurone und sterben kurz nach der Geburt. Bei hoher Kopienzahl 
des SMN2-Gens (8-16 Kopien) kommt es zu keiner Ausprägung eines SMA-
Phänotyps (Hsieh-Li et al., 2000; Monani et al., 2000). Die Schwere des von den 
Mäusen entwickelten Phänotyps ist demnach abhängig von der Kopienzahl in der 
das SMN2-Protein vorliegt. 
1.3 Ziel dieser Studie 
In dieser Studie sollte basierend auf Co-Lokalisations- und Immunpräzipitationsdaten 
(Claus et al., 2003) eine mögliche direkte Interaktion zwischen FGF-223 und SMN 
untersucht und genauer charakterisiert werden. Diese Charakterisierung sollte die 
Frage klären, an welche Domäne des SMN-Proteins die Bindung stattfindet, ob es 
ein Kompetition zwischen FGF-223 und anderen Bindungspartnern gibt und in wel-
chem Kompartiment der Zelle die Bindung stattfindet. Zudem sollte in dieser Studie 
untersucht werden, welche funktionelle Konsequenz sich aus einer möglichen direk-
ten Bindung der beiden Proteine ergibt. 
In einem zweiten Projekt sollte die subzelluläre Lokalisation der 23 kDa-Isoform in 
Abhängigkeit der RG-reichen Domäne untersucht werden. Da bekannt war, daß 
FGF-223 durch die Protein-Arginin-Methyltransferase 1 (PRMT1) methyliert werden 
kann, sollte in diesem Teilprojekt zudem die Abhängigkeit der subzellulären Lokalisa-
tion von dem Methylierungszustand des FGF-2 Proteins untersucht werden. Deswei-
teren sollte überprüft werden, ob FGF-223 durch PRMT5 methyliert werden kann, da 
diese posttranslationale Modifikation im Falle von Sm-Proteinen die Spezifität der 
Bindung an das SMN-Protein erhöht. 
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2. Material & Methoden 
2.1 Biochemische Methoden 
2.1.1 Immunpräzipitation 
Zur Gewinnung des Gesamtzellextrakts aus HEK293T-Zellen wurden diese 20 Stun-
den nach der Transfektion zweimal mit PBS [Phosphat buffered saline: 150 mM 
NaCl, 11,74 mM Na2HPO4x2H2O, 2,49 mM KH2PO4 (alles Biochrom)] gewaschen, 
bevor 1 ml RIPA-Puffer [Radioimmunpräzipitations-Puffer: 10 mM Tris-Base (Roth), 
137 mM NaCl (Roth), 2 mM EDTA, 25 mM ß-Glycerophosphat (Sigma-Aldrich), 1 mM 
Natriumorthovanadat (Sigma-Aldrich), 1 % Triton-X-100 (Roche), 1 % Natriumdeso-
xycholat (Fluka), 1x Complete Proteaseinhibitoren (Roche), pH 7,5 mit 30 % HCl 
(Fluka)] pro 60 ml Zellkulturschale hinzugegeben wurde. Das erhaltene Lysat wurde 
30 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend für 15 Minuten bei 4 °C und 14000xg 
zentrifugiert. Kernextrakte und cytoplasmatische Extrakte transfizierter HEK293T-
Zellen wurden 20 Stunden nach Transfektion mit dem NE-PER-Kit (Pierce) gemäß 
Herstellerangaben gewonnen. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-
Reagenz (Pierce) bestimmt. 20 – 25 µg Protein wurden als Ladekontrolle verwendet, 
100 – 150 µg Protein wurden für die Immunpräzipitation verwendet. Die Lysate wur-
den mit 0,5 µg α-SMN Antikörper beziehungsweise 2 µg α-FLAG M2 Antikörper über 
Nacht bei 4 °C auf einem Überkopfschüttler inkubier t. Nachfolgend wurden die Lysa-
te mit Protein-G Sepharose (Amersham Biosciences) versetzt und eine Stunde bei 
4 °C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Die an die Protein-G Sepharose gebun-
denen Proteinfraktionen wurden dreimal mit eiskaltem RIPA-Puffer und zweimal mit 
eiskaltem PBS gewaschen. Die erhaltenen Pellets wurden für die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Laemmlipuffer [125mM Tris-Base 
(Roth) pH 8,8 mit 30 % HCl (Fluka), 4 % SDS (Roth), 20 % (v/v) Glycerol (Sigma-
Aldrich), 10 % (v/v) Mercaptoethanol (Fluka), 2mM EDTA (Sigma-Aldrich), 0,05 % 
(v/v) Bromphenolblau (Roth)] versetzt und fünf Minuten bei 94 °C inkubiert. 




In dieser Arbeit wurden 12,5 % Polyacrylamidgele für die Auftrennung von Protein-
komplexen verwendet. Das 12,5 % Trenngel [5,25 ml Acrylamidlösung (40 % A-
crylamid / Bisacrylamid, Vernetzungsgrad 29:1, BioRad), 6 ml Trenngelpuffer [1 M 
Tris-Base (Roth), 0,3 % (w/v) SDS (Roth), pH 8,8 mit 30 % HCl (Fluka)], 6,35 ml 
H2O, 9 µl TEMED (Sigma), 180 µl 10 % APS (Sigma)] wurde mit einem 5 % Sam-
melgel [1,3 ml Acrylamidlösung (40 % Acrylamid / Bisacrylamid, Vernetzungsgrad 
29:1, BioRad), 1 ml Sammelgelpuffer [375 mM Tris-Base (Roth), 0,6 % (w/v) SDS 
(Roth), pH 6,8 mit 30 % HCl (Fluka)], 3,7 ml H2O, 3 µl TEMED (Sigma), 60 µl 10 % 
APS (Sigma)] überschichtet. Der Gellauf fand bei konstanter Spannung von 200 V in 
einer Protean II System-Kammer (BioRad) unter Verwendung des Netzteils Power-
pac 200 (BioRad) in Elektrodenpuffer [25 mM Tris-Base (Roth), 192 mM Glycin 
(Roth), 0,1 % SDS (w/v), pH 8,3] statt. 
2.1.3 Western Blot 
Nach der Auftrennung der Proteinfraktionen durch SDS-PAGE wurden diese auf eine 
Hyperbond ECL Nitrocellulosemembran (Amersham) im Nass-Blotverfahren für 
eine Stunde bei konstanter Spannung von 125 V in Transferpuffer [25 mM Tris-Base 
(Roth), 192 mM Glycin (Roth), 20 % Methanol (v/v) (JT Baker)] geblottet. Benutzt 
wurde eine Protean II Sytem-Kammer (BioRad) und das Netzteil Powerpac 200 
(BioRad). Die ECL-Membran wurde kurz in TBS-T [Tris buffered saline-Tween: 
20 mM Tris-Base (Roth), 137 mM NaCl (Roth), 0,1 % (v/v) Tween-20 (Roth), pH 7,6 
mit 30 % HCl (Fluka)] gewaschen und anschließend in TBS-T-Puffer, der mit 5 % 
(w/v) Milchpulver (Heirler) versetzt wurde, für eine Stunde geblockt. Die Inkubation 
mit dem Primärantikörper erfolgte über Nacht bei 4 °C in TBS-T / 5 % (w/v) Milchpul-
ver. Nach dreimaligem Waschen des Blots mit TBS-T erfolgte die Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur in TBS-T / 5 % (w/v) Milch-
pulver. Anschließend wurde die Membran sechsmal für je fünf Minuten mit TBS-T 
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit ECL-Reagenz (Amersham) oder in Fällen in 
denen besondere Sensitivität gefragt war mit SuperSignalWest Femto Maximum 
Sensivity Substrate (Pierce) jeweils nach Herstellerangaben. Die Exposition erfolgte 
auf einen Röntgenfilm (Kodak) im Zeitraum von einer Sekunde bis über Nacht. Ent-
wickelt wurde der Film für eine Minute in Entwickler (Kodak). Anschließend folgte die 
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Fixierung in Fixiererlösung (Kodak) für ebenfalls eine Minute. Um den Blot erneut mit 
einem Antikörper zu inkubieren, wurde die Membran zwei Mal mit TBS-T für je fünf 
Minuten gewaschen und anschließend mit Glycinpuffer [100 mM Glycin (Roth), 
pH 2,5] für 30 bis 60 Minuten inkubiert. Im Anschluß daran erfolgte ein Waschschritt 
mit TBS-T für fünf Minuten, bevor die Membran erneut mit TBS-T / 5 % Milchpulver 
geblockt wurde. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2 aufge-
listet. 
2.1.4 Pull down assay 
Gleiche Mengen an rekombinantem Wildtyp-SMN-Protein beziehungsweise SMN-
Deletionsmutanten auf einer GST-Matrix (Novagen) wurden in 300 µl modifiziertem 
RIPA-Puffer [RIPA-Puffer mit 0,5 % (w/v) Milchpulver] mit rekombinantem FGF-223 
für 25 Minuten auf einem Überkopfschüttler bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
ßend wurde der Reaktionansatz für zwei Minuten bei 3000xg zentrifugiert und drei-
mal mit RIPA–Puffer sowie dreimal mit PBS für je fünf Minuten gewaschen. Die GST-
Matrix wurde nachfolgend in 2x Laemmlipuffer aufgenommen, bei 94 °C für fünf Mi-
nuten aufgekocht und zwei Minuten bei 19500xg zentrifugiert. Wurde statt des re-
kombinanten FGF-223 ein Extrakt aus Schwann-Zellen benutzt, die FGF-223-DsRed 
konstitutiv überexprimieren, so wurde das rekombinante SMN-Protein zunächst für 
30 Minuten in Blockierlösung [Modifizierter RIPA-Puffer mit 1 M NaCl (Roth), 0,1 % 
Nonidet P40 (Sigma), 3 % (w/v) Milchpulver] inkubiert, um unspezifische Bindungs-
stellen abzusättigen. Anschließend wurde die Reaktionslösung für zwei Minuten bei 
3000xg zentrifugiert, der Überstand verworfen und das rekombinante SMN-Protein 
mit 20 µl des Extraktes aus Schwann-Zellen in einem Gesamtvolumen von 300 µl 
Blockierlösung für eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Überkopfschüttler in-
kubiert. Nachfolgend wurde der Reaktionsansatz zweimal mit modifiziertem RIPA-
Puffer und dreimal mit PBS gewaschen, zentrifugiert, das Pellet in 2x Laemmlipuffer 
aufgenommen, für fünf Minuten bei 94 °C inkubiert u nd anschließend für zwei Minu-
ten bei 19500xg zentrifugiert. Die Analyse der Bindungsreaktion erfolgte durch die 
Auftrennung der Proben mit einem 12,5 % Polyacrylamidgel und dem nachfolgenden 
Western Blot auf eine HybondECL Nitrocellulosemembran (Amersham). Zur De-
tektion von FGF-223, das an rekombinantes SMN-Protein gebunden hat, wurde die 
Membran mit einem monoklonalen anti-FGF-2 Antikörper (BD Biosciences) in Kom-
bination mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten anti-Maus Sekundärantikör-
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per (Sigma-Aldrich) und ECL-Reagenz (Amersham) analysiert. Um zu zeigen, daß 
die gleichen Proteinmengen von rekombinantem SMN-Protein verwendet wurden, 
wurden die eingesetzten Mengen der rekombinanten Proteine auf ein weiteres Po-
lyacrylamidgel aufgetragen, aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue Lösung 
gefärbt. 
2.1.5 Pull down competition assay 
Rekombinantes Wildtyp-SMN auf einer GST-Matrix (Novagen) wurde für 30 Minuten 
bei 4 °C in modifiziertem RIPA-Puffer [RIPA mit 300  mM NaCl (Roth), 1 % BSA 
(Sigma-Aldrich)] inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Für die Bin-
dungsreaktion wurden ein Mikrogramm Wildtyp-SMN mit 2,5 µg in vitro translatiertem 
Gemin2-SPORT6 und einer ansteigenden Menge an rekombinantem FGF-223 für 
zwei Stunden in 300 µl Gesamtvolumen modifiziertem RIPA [RIPA mit 300 mM NaCl 
(Roth), 1 % BSA (Sigma-Aldrich)] bei 4 °C inkubiert . Anschließend wurde der Reakti-
onsansatz für zwei Minuten bei 3000xg und 4 °C abze ntrifugiert. Die GST-Matrix 
wurde dreimal mit eiskaltem RIPA-Puffer [RIPA mit 300 mM NaCl (Roth)] und zwei-
mal mit eiskaltem PBS gewaschen, anschließend mit 2x Laemmlipuffer [125 mM 
Tris-Base (Roth) mit 30 % HCl (Fluka) auf pH 8,8, 4 % Natriumdodecylsulfat (SDS, 
BioRad), 20 % Glycerol (Sigma-Aldrich), 10 % Mercaptoethanol (Fluka), 2 mM Ethy-
len-diamin-tetraacetat (EDTA, Sigma-Aldrich), 0,05 % Bromphenolblau (Roth)] ver-
setzt, fünf Minuten bei 94 °C aufgekocht und auf ei nem 12,5 % Polyacrylamidgel 
aufgetrennt. Die Proteine wurden wie oben beschrieben auf eine HybondECL Ni-
trocellulosemembran transferiert und mit einem monoklonalen anti-Gemin2 Antikör-
per (Sigma-Aldrich) in Kombination mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem 
anti-Maus Sekundärantikörper (Sigma-Aldrich) und mit dem SuperSignalWest Fem-
to Maximum Sensivity Substrate (Pierce) analysiert. Anschließend wurde der Blot in 
Glycinpuffer gewaschen und mit einem monoklonalen anti-FGF-2 Antikörper in Kom-
bination mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem anti-Maus Sekundärantikör-








Die U2 snRNA-Matrize wurde durch PCR-Amplifikation mit den Primern PC157-U2_F 
5´-ATCGCTTCTCGGCCTTTTGGCTAAGA-3´ und PC158-U2_R 5´-
GGGTGCACCGTTCCGGAGGTACTGCAATA-3´ unter Verwendung von 
KlenThermTaqPlatinum Polymerase (GeneCraft) synthetisiert und das PCR-Produkt 
nachfolgend in den Vektor pGEM-T (Promega) kloniert. Das daraus resultierende 
Plasmid pGEM-T-U2 snRNA wurde anschließend sequenziert. Die U2 snRNA wurde 
in vitro mit T7 RNA-Polymerase (Stratagene) transkribiert und mit [α-33P]rUTP (Hart-
mann Analytik) markiert. Für den Bindungsversuch wurden 10 µg GST-Wildtyp-SMN-
Fusionsprotein mit 25 ng der radioaktiv markierten U2 snRNA und einer steigenden 
Menge an rekombinantem FGF-223 inkubiert. Die Bindungsreaktion erfolgte für zehn 
Minuten in 400 µl RB-Puffer [RNA-Bindepuffer: 150 mM NaCl (Roth), 20 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 1 mM Dithiothreitol (Sigma-Aldrich), 0,2 % (v/v) Nonidet P40 (Sigma-Aldrich)] 
auf Eis unter gelegentlichem Schütteln der Reaktion. Als unspezifische Inhibitoren 
wurden entweder 25 ng poly(dG-dC).poly (dG-dC) (Amersham) oder tRNA (Sigma-
Aldrich) benutzt. Die gebundenen Fraktionen wurden fünf Mal mit 800 µl eiskaltem 
RB-Puffer gewaschen. Die RNA wurde von dem gebundenen Protein mit TRIzol 
(Invitrogen) nach Herstellerangaben gelöst, aufgereinigt und nachfolgend durch Dot-
Blotting visualisiert. Dazu wurden die aufgereinigten Fraktionen auf eine Hy-
bond™N+-Membran (Amersham) übertragen, die anschließend für zwei Tage bei  
–80 °C auf einem Röntgenfilm exponiert wurde. 
2.1.7 FGF-223-Methylierungsversuch 
HEK293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pCMV2-FLAG-PRMT1 (Rho et al., 2001) 
transient transfiziert und nach 20 Stunden mit RIPA–Puffer lysiert. Desweiteren wur-
den HEK293T-Zellen mit den Plasmiden pCMV2-FLAG-PRMT5 (Rho et al., 2001) 
und pCMV2-FLAG-PRMT5(R368A) (Rho et al., 2001) transfiziert und ebenfalls nach 
20 Stunden mir RIPA–Puffer lysiert. Die PRMTs wiesen ein FLAG-Epitop auf, mit 
dem es möglich war, diese durch Immunpräzipitation aufzureinigen. Die so aufgerei-
nigten PRMTs wurden an Protein-G Sepharose (Amersham) gekoppelt und nachfol-
gend durch Western Blot untersucht. Für die Methylierung wurden 2,5 µg FGF-223 
beziehungsweise myelin basic protein (MBP, Sigma-Aldrich), das als Positivkontrolle 
für die Methylierung durch PRMT5 dient, mit 10 µl FLAG-PRMT1 beziehungsweise 
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20 µl FLAG-PRMT5 und 0,25 µCi SAM [S-Adenosylmethionin: [carboxyl-14C], 10 µCi 
(Hartmann Analytik)] in einem Gesamtvolumen von 30 µl PRMT-Puffer [25 mM Tris-
Base (Roth), pH 7,5 mit 30 % HCl (Fluka), 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich), pH 8,0, 
1 mM EGTA (Sigma-Aldrich), pH 8,0, 1x Complete Proteaseinhibitoren (Roche)] für 
zwei Stunden bei 30 °C unter gelegentlichem Schwenk en inkubiert. Ebenso wurde 
mit den entsprechenden Kontrollen verfahren. Die Methylierungsreaktion wurde an-
schließend zentrifugiert, der Überstand mit Ladepuffer [40 % Sucrose (Roth), 0,1 % 
Bromphenolblau (Roth)] versetzt und einer Polyacrylamidgelelektrophorese mit ei-
nem 8 % nativen Polyacrylamidgel unterworfen. Das Gel wurde kurz in H2O gewa-
schen, für eine Stunde in Fixierlösung [10 % Glycerol (Sigma-Aldrich), 20 % Metha-
nol (JT Baker), 70 % H2O] fixiert und für 15 Minuten in Amplify (Amersham) inkubiert. 
Anschließend wurde das Gel acht Stunden bei 50 °C u nter Vakuum getrocknet. Die 
Exposition auf einen Röntgenfilm erfolgte für zwei Tage bei –80 °C. 
2.1.8 Proteinexpression 
Rekombinantes Wildtyp-SMN und die entsprechenden Deletionsmutanten in 
pET-41a wurden für die Proteinexpression in Escherichia coli BL21(DE3) transfor-
miert. 2,5 ml Übernachtkulturen in LB-Medium (Luria-Bertani, Sigma-Aldrich) mit 
30 µg/ml Kanamycin (GibcoBRL) wurden zunächst zentrifugiert und mit 2 ml frischem 
2x LB-Medium versetzt. Damit wurden 23 ml 2x LB-Medium mit 30 µg/ml Kanamycin 
inokuliert und bis zum Erreichen einer OD (600 nm) von 0,6 inkubiert. Die Proteinex-
pression wurde mit 1 mM IPTG (Roth) induziert und die Bakterien für weitere drei 
Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden a nschließend für fünf Minuten auf 
Eis inkubiert, für 10 Minuten bei 4500xg zentrifugiert, einmal mit 20 mM Tris-HCl 
pH 8,0 [20 mM Tris-Base (Roth) mit 30 % HCl (Fluka) auf pH 8,0] gewaschen und bei 
-20 °C eingefroren. 
Rekombinantes FGF-2 in pTrcHis-A (Invitrogen) wurde für die Proteinexpression in 
den E. coli-Stamm BL21(DE3)-trx transformiert. Dieser ermöglicht aufgrund der Ex-
pression des Proteins Thioredoxin eine erhöhte Solubilität E. coli-fremder Proteine. 
Eine 5 ml Übernachtkultur in LB-Medium (Luria-Bertani, Sigma-Aldrich) mit 25 µg/ml 
Chloramphenicol (Sigma-Aldrich) und 100 µg/ml Ampicillin (Roth) wurden zunächst 
zentrifugiert und mit 1 ml frischem 2x LB-Medium versetzt. Damit wurden 40 ml 2x 
LB-Medium mit 25 µg/ml Chloramphenicol und 100 µg/ml Ampicillin inokuliert und bis 
zum Erreichen einer OD (600 nm) von 0,8 bei 30 °C i nkubiert. Die Proteinexpression 
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wurde mit 0,1 mM IPTG (Roth) induziert und die Bakterien für vier Stunden bei 30 °C 
inkubiert. Die Bakterienkultur wurde nachfolgend für 15 Minuten bei 4500xg und 4 °C 
zentrifugiert. 
Gemin2 wurde unter Benutzung des SP6-QuickCoupled-in vitro-
Transkription/Translation-Systems (Promega) ausgehend vom cDNA-Klon Gemin2-
pCMV-SPORT6 (IRAVp968A055103D6; RZPD, Berlin; (Lennon et al., 1996)) gemäß 
Herstellerangaben synthetisiert. 
2.1.9 Affinitätsreinigung von GST- und His-
Fusionsproteinen 
Zur Gewinnung von GST-Fusionsproteinen wurden die aufgetauten E. coli 
BL21(DE3) Bakterienzellen mit dem BugBuster-Reagenz (Novagen) [supplementiert 
mit 5KU Lysozym (Biomol) und 125 U BenzonaseNuclease (Novagen), 1x Com-
plete Proteaseinhibitoren (Roche)] gemäß Herstellerangaben lysiert. Das Lysat 
wurde bei Raumtemperatur für 30 Minuten mit einer GST-Agarose Matrix (Novagen) 
auf einem Überkopfschüttler inkubiert und anschließend für fünf Minuten bei 3000xg 
und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde die GST-Agaros e Matrix einmal mit GST 
Bind/Wash Buffer [4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 
pH 7,3], zweimal mit supplementierten GST Bind/Wash Buffer [GST Bind/Wash Buf-
fer mit 500 mM NaCl (Roth) und 0,1 % (v/v) Tween20 (Roth)] und einmal mit GST 
Bind/Wash Buffer gewaschen. 
Zur Gewinnung von Histidin-markierten Proteinen wurde das Bakterienpellet in 2,5 ml 
Sonifizierungspuffer A [50 mM BNAP [200 mM NaH2PO4 (Roth), 200 mM Na2HPO4 
(Roth), pH 7,0], 300mM NaCl (Roth)] supplementiert mit 1 mg/ml Lysozym (Biomol) 
resuspendiert und für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bakterien wur-
den nun erneut zentrifugiert, das Pellet in modifiziertem Sonifizierungspuffer A [Soni-
fizierungspuffer A mit 1x Complete Proteaseinhibitoren (Roche)] resuspendiert und 
2 % (v/v) Triton-X-100 (Roche) hinzugegeben. Die Bakterienlösung wurde jeweils 
drei Mal in flüssigem Stickstoff eingefroren und in einem mit Wasser gefülltem Be-
cherglas aufgetaut. Um die chromosomale DNA zu scheren, wurden die Zellen min-
desten dreimal auf Eis sonifiziert [30 Sekunden Impuls, 7 Zyklen, Impulsstärke: 40-
50 %], anschließend für 40 Minuten bei 4 °C und 195 00xg zentrifugiert und der Über-
stand im flüssigem Stickstoff eingefroren. Aus dem so gewonnenen Lysat wurde an-
Material & Methoden 
 
 23
schließend mit Sepharose, an die Nickelionen gebunden waren, das Histidin-
markierte FGF-2 aufgereinigt. Dazu wurden zunächst chelatierende Sepharosematrix 
(Chelating Sepharose™ Fast Flow, Pharmacia) gemäß Herstellerangaben mit NiSO4 
(Sigma-Aldrich) versetzt. Die Sepharose wurde anschließend mit Sonifizierungspuf-
fer B [50 mM BNAP, pH 7,0, 1,5 M NaCl (Roth), 20 mM Imidazol (Sigma-Aldrich)] 
equilibriert und in eine Durchflußsäule (Terumo) gegeben. Dem Lysat wurde Imidazol 
(Sigma-Aldrich) bis zu einer Endkonzentration von 20 mM hinzugegeben, sowie die 
NaCl-Konzentration auf 1,5 M NaCl erhöht, um die Aufreinigung des Hexa-Histidin-
markierten FGFs zu verbessern. Die Sepharose wurde anschließend mit 200 Säu-
lenvolumina Sonifizierungspuffer B und mit 200 Säulenvolumina modifiziertem Soni-
fizierungspuffer B [Sonifizierungspuffer B mit 10 % Glycerol (v/v) (Sigma-Aldrich)] bei 
4 °C gewaschen. Zur Elution des Proteins wurde Elut ionspuffer [50 mM BNAP, 
pH 7,0, 300mM NaCl (Roth), 10 % Glycerol (v/v) (Sigma), 300 mM Imidazol (Sigma-
Aldrich)] verwendet. Um die erhaltenen Proteinmengen zu bestimmen wurde ein Ali-
quot sowohl der rekombinanten Proteine auf der GST-Agarose Matrix als auch der 
eluierten beziehungsweise in vitro translatierten Proteine einer SDS-PAGE unterzo-
gen und das Polyacrylamidgel nachfolgend mit Coomassie Brilliant Blue-Lösung 
[45 % Methanol (JT Baker), 10 % Essigsäure (JT Baker), 0,125 % (w/v) Coomassie 
Brilliant Blue G250 (Merck)] gefärbt. 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Plasmidkonstrukte und Subklonierung 
Für die Amplifikation von FGF-Isoformen wurde folgendes Programm verwendet: 
Initiale Denaturierung 94 °C, 5 min / Denaturierung  94 °C, 1 min / Annealing T M -5 °C, 
1 min / Elongation 72 °C, 1 min/kb / 27 Zyklen / fi nale Elongation 72 °C, 15 min. Da 
der 5´-Terminus der HMW FGF-2 codierenden Sequenz sehr G/C-reich ist, wurde 
eine dafür optimierte PCR benutzt. Der verwendete Ansatz enthielt 40 µM jedes 
dNTPs (Invitrogen), 50 pmol des jeweiligen Primers (MWG), PCR-Puffer mit 1,5 mM 
MgCl2 (Qiagen), 1x Q-Solution (Qiagen), 2 U der KlenThermTaqPlatinum Polymera-
se (Genecraft) und 0,5 µg des entsprechenden Plasmids. Die 21 kDa-Isoform von 
FGF-2 wurde durch PCR-Amplifikation mit den Primern PC164-FGF2-21-F und 
PC165-FGF2-21-R erhalten, wodurch das Plasmid pFGF-221 entstand. FGF-223∆8-
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23-EGFP und pFGF-223∆17-28-EGFP entstanden durch PCR-Mutation bei der Am-
plifikation von FGF-223 mit den Primern PC138-3xFLAG-23-F und PC139-3xFLAG-
23-R. Daraus entstanden die Plasmide pFGF-223∆17-28 und pFGF-223∆8-23. In die-
sen Fällen diente das Plasmid pDsRed-23 als Matrize. Die FGF-2 Mutante 
FGF-223_NTR4/6H wurde mit den Primern PC220-FGF-R/H und PC43-NTERM-Xho 
amplifiziert. In diesem Fall diente als Matrize das Plasmid pGEM-T-NT1-34, das für 
den G/C reichen Aminoterminus von FGF-223 codiert. Daraus entstand das Plasmid 
pFGF-223_NTR4/6H. Die FGF-2 Mutante FGF-223_NT∆21-27 wurde durch PCR-
Amplifikation mit den Primern PC47-23F-Nhe und PC183-rev_1b beziehungsweise 
PC184-fwd_2b und PC181_sNT_rev erhalten. Als Matrize diente ebenfalls das 
Plasmid pGEM-T-NT1-34. PC47-23F-Nhe und PC183-rev_1b dienten dabei zur Ampli-
fikation der Sequenz, die für die Aminosäuren 1-20 codiert. Das PCR-Produkt wurde 
in den Vektor pGEM-T (Promega) kloniert und sequenziert. Daraus resultierte der 
Vektor pGEM-T-FGF-223_NT∆21-27I. PC181_sNT_rev und PC184-fwd_2b dienten zur 
Amplifikation der Sequenz, die für die Aminosäuren 27-34 codiert. Das PCR-Produkt 
wurde in den Vektor pGEM-T (Promega) kloniert und sequenziert. Daraus resultierte 
der Vektor pGEM-T-FGF-223_NT∆21-27II. Beide PCR-Produkte wurden anschließend 
in den Vektor pDsRed2 (BD Biosciences) kloniert, woraus der Vektor 
pFGF-223_NT∆21-27 resultierte. Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Primer sind in 
Tabelle 1 dargestellt. Sämtliche PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick Gel Extrak-
tion Kit (Qiagen) gemäß Herstellerangaben aufgereinigt und nachfolgend in den Vek-
tor pGEM-T (Promega) kloniert und sequenziert. Nach einem Restriktionsverdau mit 
den entsprechenden Enzymen wurde die PCR-Produkte in den Vektor pDsRed1 (BD 
Biosciences) beziehungsweise pEGFP-N1-3 (BD Biosciences) kloniert. Für die DNA-
Analyse wurden ungefähr 100 ng DNA mit 1 U Enzym im dazugehörigen Puffer und 
der entsprechenden Temperatur für 30 Minuten verdaut. Für präparative Zwecke 
wurden 1-5 µg DNA mit 15 U des jeweiligen Enzyms (MBI Fermentas) im dazugehö-
rigen Puffer (MBI Fermentas) und der entsprechenden Temperatur für drei Stunden 
verdaut. Die Subklonierung der PCR-Produkte in den Vektor pGEM-T (Promega) er-
folgte gemäß Herstellerangaben. Für die Subklonierung der PCR-Produkte in die 
Vektoren pDsRed1 und pDsRed2 beziehungsweise pEGFP-N1-3 wurde ein Vek-
tor/Insert-Verhältnis von 1:3 gewählt. Die Ligationsreaktion erfolgte mit T4-DNA-
Ligase (Promega) gemäß Herstellerangaben über Nacht bei 15 °C. Humanes Wild-
typ-SMN (Aminosäurenreste 1-294) wurde durch PCR-Amplifikation mit den Primern 
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PC105-SMN-1-F und PC113-SMN-294-R erhalten, der Klon IMAGp998P0910174Q2 
(RZPD) diente als Matrize. Die hier verwendeten Deletionsmutanten wurden mit den 
entsprechenden Primern hergestellt (siehe Tabelle 1), auch hier diente der Klon 
IMAGp998P0910174Q2 als Matrize für die PCR. Die erhaltenen PCR-Produkte wur-
den auf einem Standard-Agarosegel analysiert [0,7-2 % Agarose (w/v) (Sigma-
Aldrich) in TBE-Puffer [Tris-Borat-EDTA: 89 mM Tris-Base (Roth), 89 mM Borsäure 
(Merck), 2 mM EDTA (Sigma-Aldrich)], 2x10-4 % (v/v) Ethidiumbromid (Sigma-
Aldrich)]. Die entsprechenden Banden wurden mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit 
(Qiagen) gemäß Herstellerangaben aufgereinigt und nachfolgend in den Vektor 
pGEM-T (Promega) kloniert und sequenziert. Die sequenzierten PCR-Produkte wur-
den nachfolgend in den Vektor pET-41a (Novagen), der die aminoterminale Markie-
rung mit GST (Glutathion S-Transferase) erlaubt, im Leserahmen kloniert. Die in die-
ser Arbeit verwendeten und hergestellten Plasmide sind in Tabelle 3 dargestellt. 
2.2.2 Transformation von Bakterien 
100 µl auf Eis aufgetaute, kompetente DH5α-Zellen wurden mit dem Ligationsansatz 
versetzt und für zehn Minuten im Eis belassen. Anschließend wurden die Zellen in 
einem Wasserbad bei 42 °C für zwei Minuten einem Hi tzeschock unterworfen und für 
weitere zwei Minuten im Eis inkubiert. Danach wurde der Bakteriensuspension 1 ml 
LB-Medium ohne Antibiotika zugesetzt, für 1 h bei 37 °C inkubiert, zwei Minuten bei 
8000xg zentrifugiert und in 200 µl LB-Medium resuspendiert. Die so erhaltene Bakte-
riensuspension wurde auf geeigneten LB-Agar-Platten mit Antibiotika ausplattiert und 
über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
2.2.3 Plasmidisolation aus E. coli 
Für die Plasmidisolation wurden fünf Milliliter (Miniprep) oder 40 ml (Midiprep) LB-
Medium mit 100 µg/ml Ampicillin oder 30 µg/ml Kanamycin mit einer einzelnen 
E. coli-Kolonie, die das jeweils gewünschte Plasmid enthielt, angeimpft und für 17 
Stunden bei 37 °C inkubiert. Für die Minipreps wurd en 1,5 ml Zellsuspension im Ep-
pendorfgefäß für 60 s bei 16100xg zentrifugiert und das Pellet in 300 µl Puffer I 
[50 mM Tris-Base (Roth), pH 8,0, mit 30 % HCl (Fluka), 10 mM EDTA (Sigma-
Aldrich), 100 µg/ml gekochte Ribonuklease A (Sigma-Aldrich)] resuspendiert. Danach 
wurden 300 µl Puffer II [200 mM NaOH (Fluka),1 % SDS (BioRad)] dazugegeben. 
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Die so erhaltene Suspension wurde vorsichtig gemischt und 4 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurden 300 µl Puffer III [3 M Kaliumacetat (Sigma-Aldrich), pH 4,8 mit 
30 % HCl (Fluka] zugegeben, die Suspension kräftig gemischt und 15 min bei 
14000xg und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde  in ein neues Eppendorfgefäß 
übertragen, mit Isopropanol vermischt und 10 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde die so erhaltene Suspension 30 min bei 14000xg und 4 °C zentrifugiert. Das 
erhaltene Pellet wurde zweimal mit eiskaltem Ethanol (70 % JT Baker) gewaschen, 
luftgetrocknet und in 20 µl H2O aufgenommen. Die Midiprep wurde mit dem Nucleo-
bond AX 100-Kit (Macherey & Nagel) nach Herstellerangaben durchgeführt. Die DNA 
wurde in autoklaviertem H2O aufgenommen und die Konzentration der DNA photo-
metrisch in einem Beckmann-Photometer gemessen. 
2.3 Zellbiologische Methoden 
2.3.1 Zellkultur und Transfektion 
HEK293T-Zellen wurden in HEK/DMEM-Medium [HEK/Dubelcco’s modified Eagle’s 
Medium: DMEM High Glucose (PAA), 10 % fetales Kälberserum (v/v) (FCS Gold, 
PAA), 2 mM L-Glutamin (PAA), 1 mM Natriumpyruvat (PAA), 100 U/ml Penicil-
lin/Streptomycin (PAA)] bei 37 °C in einem befeucht eten 5 % Co2 / 95 % O2 Brut-
schrank kultiviert. Bei erreichen von 80 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert. 
Dazu wurden die Zellen ein Mal mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA [0,05 % 
(w/v) Trypsin, 0,83 mM EDTA (beides PAA)] abgelöst. Anschließend wurden die so 
behandelten Zellen in ein mit HEK/DMEM-Medium gefülltes 15 ml Reagenzgefäß 
(Falcon) überführt und für fünf Minuten bei 1000xg zentrifugiert. Das Medium wurde 
nach dem Zentrifugieren entfernt, die Zellen in HEK/DMEM-Medium resuspendiert 
und in einer Verdünnung von 1:20 in neuen Kulturflaschen ausgesät. Die Transfek-
tion der Zellen erfolgte mit dem Transfektionsreagenz Metafectene (Biontex) gemäß 
Herstellerangaben. 
2.3.2 Demethylierung mit Adenosindialdehyd 
HEK293T-Zellen wurden bis zur 60 %igen Konfluenz auf Glasplättchen (Menzel) kul-
tiviert, die mit PLL (Poly-L-Lysin, Sigma-Aldrich): beschichtet waren, und nachfolgend 
für 24 Stunden mit AdOx [Adenosindialdehyd (Sigma-Aldrich), 0,5 M Stammlösung in 
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Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)] in einer Endkonzentration von 20 µM in-
kubiert. Als Kontrolle diente die entsprechende Menge an DMSO. Nach 24 Stunden 
wurden die Zellen mit 4 % PFA/PBS [8 % Paraformaldehyd (Fluka) in Phosphat buf-
fered saline] fixiert und mittels Immuncytochemie analysiert. 
2.3.3 Immuncytochemie 
Die fixierten HEK-Zellen wurden für 10 Minuten in TBS [Tris bufferd saline: 20 mM 
Tris-Base (Roth), 137 mM NaCl (Roth), pH 7,4 mit 30 % HCl (Fluka)] gewaschen und 
anschließend für eine Stunde in Blockierlösung [0,5 M TBS, pH 7,4, 3 % (w/v) Milch-
pulver (Heirler), 0,5 % Triton-X-100 (Roche)] inkubiert, um unspezifische Bindungs-
stellen zu blockieren. Alle Antikörper wurden in Blockierlösung verdünnt, die Inkuba-
tion erfolgte bei Raumtemperatur für den angegeben Zeitraum. Nach der Antikörper-
inkubation erfolgte jeweils ein Waschschritt von dreimal fünf Minuten mit TBS. Als 
Erstantikörper diente ein α-FGF-2 Antikörper (Sigma, Verdünnung 1:1000), die Inku-
bation erfolgte für 1,5 Stunden. Als Zweitantikörper diente ein α-rabbit-Cy2-
Antikörper (Jackson/Dianova, Verdünnung 1:400). Die Inkubation erfolgte für 45 Mi-
nuten. Zur Markierung der Zellkerne wurden die Zellen für 10 Minuten mit DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindol, Sigma, Verdünnung 1:1000) inkubiert. Danach erfolgte ein 
Waschschritt von dreimal fünf Minuten mit TBS, die Überführung der Deckgläschen 
auf Objektträger (Menzel) und die Eindeckelung in ProLong Gold (Molecular Probes), 
um ein zu schnelles Ausbleichen der Fluoreszenz zu verhindern. Die in dieser Arbeit 
verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2 aufgelistet. 
 
2.3.4 Zählung der SMN-positiven Kernkörper und sta-
tistische Auswertung 
Die Anzahl der SMN-positiven Kernkörper wurde in transfizierten HEK293T-Zellen in 
n=3 unabhängigen Experimenten gezählt. Pro Durchgang wurden mindestens 100 
Zellen ausgewertet. Die Häufigkeitsverteilung der SMN-positiven Kernkörper wurde 
mit dem Chi-Quadrat-Test auf statistische Signifikanz hin überprüft.  
Folgende Anzahl an Zellen lagen den Daten zugrunde: SMN1-294/Kontrolle: n = 619, 
SMN1-294/FGF-218: n = 377, SMN1-294/FGF-223: n = 636, SMN28-294/Kontrolle: n = 557, 
SMN28-294/FGF-218: n = 501, SMN28-294/FGF-223: n = 502. 




Die Epifluoreszenz der transfizierten Zellen wurden mit dem inversen Olympus IX-70 
Fluoreszenzmikroskop (Olympus) beobachtet. Abbildungen der Zellen wurden mit 
einer gekühlten Slowscan CCD Colorview Kamera (Soft Imaging Systems) und dem 
Programm Analysis (Soft Imaging Systems) erstellt. Die Epifluoreszenz von Zellen 
auf Objektträgern wurden mit einem aufrechten Olympus BX-60 Mikroskop (Olym-
pus) beobachtet. Abbildungen der Zellen wurden ebenfalls mit dem Programm Ana-
lysis (Soft Imaging Systems) erstellt. Als Kamera diente eine CCD Colorview 12-
Kamera (Soft Imaging Systems). Für die Beobachtung grünfluoreszierender Proteine 
beziehungsweise des Cy2-Antikörpers wurde der Filter UMNB (Olympus, Anre-
gungsspektrum: 470-490 nm; Sperrfilter: > 515 nm), für rotfluoreszierende Proteine 
der Filter UMNG (Olympus, Anregungsspektrum: 530-550 nm, Sperrfilter: > 590 nm) 
verwendet. Der Filter UMNU (Olympus, Anregungsspektrum: 360-370 nm, Sperrfilter: 
> 420) wurde für die Beobachtung der Kernfärbung mit DAPI, die sich blau darstellte, 
verwendet. 
































































































Primärantikörper Spezifität Beschreibung Hersteller Verwendung 
anti-SMN SMN Maus, 
monoklonal 
BD Biosciences Western Blot (1:5000), 
Immunpräzipitation (0,5 µg) 
anti-FGF-2 FGF-2 Maus, 
monoklonal 
BD Biosciences Western Blot (1:1000) 
anti-FGF-2 FGF-2 Kaninchen, 
polyklonal 
Sigma-Aldrich Immuncytochemie (1:1000) 
anti-FLAGM2 FLAG-tag Maus, 
monoklonal 
Sigma-Aldrich Western Blot (1:5000), 
Immunpräzipitation (2 µg) 




Western Blot (1:1000) 
anti-Gemin2 Gemin2 Maus, 
monoklonal 
BD Biosciences Western Blot (1:1000) 
anti-Gemin2 Gemin2 Maus, 
monoklonal 
Sigma-Aldrich Western Blot (1:1000) 
 
Tabelle 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper 




















Sigma-Aldrich Western Blot 
(1:10000) 




Tabelle 3: Liste der in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Plasmide 
Protein Konstrukt Plasmid Restriktionsschnittstel-
len 
SMN 1-90 pSMN1-90 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 1-123  pSMN1-123 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 79-123  pSMN79-123 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 1-239 pSMN1-239 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 1-294 pSMN1-294 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 28-294 pSMN28-294 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 235-294 pSMN235-294 pET41a(+) EcoRI/SalI 
SMN 1-294-EGFP pEGFP-SMN pEGFP-N1 EcoRI/BamHI 
SMN 28-294-EGFP pEGFP-SMN28-294 pEGFP-N1 EcoRI/BamHI 
FGF-218 pEGFP-18 pEGFP-N1 EcoRI/HindIII 
FGF-218 pDsRed-18 pDsRed1 EcoRI/HindIII 
FGF-221 pDsRed-21 pDsRed2 EcoRI/HindIII 
FGF-223 pDsRed-23 pDsRed1 EcoRI/HindIII 
FGF-223∆8-23 pFGF-223∆8-23 pEGFP-N3 EcoRI/HindIII 
FGF-223∆17-28 pFGF-223∆17-28 pEGFP-N3 EcoRI/HindIII 
FGF-223_NT∆21-27 pDsRed-FGF-223_NT∆21-27 pDsRed2 NheI/XhoI 
FGF-223_NTR4/6H pFGF-223_NTR4/6H pDsRed2 NheI/XhoI 
AARGRAA pDsRed-73/74 pDsRed2 EcoRI/HindIII 
FGF-2233xFLAG pFGF-2233xFLAG=pAFBV p3xFLAG EcoRI/HindIII 
FGF-221 pGEM-T-FGF-221 pGEM-T EcoRI/HindIII 
FGF-223∆8-23 pGEM-T–AFBI pGEM-T EcoRI/HindIII 
FGF-223∆17-28 pGEM-T–AFBII pGEM-T EcoRI/HindIII 
FGF-223_NT∆21-27I pGEM-T-FGF-223_NT∆21-27I pGEM-T NheI/XbaI 
FGF-223∆21-27II pGEM-T-FGF-223_NT∆21-27II pGEM-T XbaI/XhoI 
FGF-223_NTR4/6H pGEM-T-FGF-223_NTR4/6H pGEM-T NheI/XhoI 
FGF-2233xFLAG pGEM-T-AFBV pGEM-T EcoRI/HindIII 
U2 snRNA pGEM-T-U2snRNA pGEM-T  
Gemin2 pGemin2SPORT6 pSPORT6 EcoRI/NotI 
Coilin pCoilin pEGFP-N1 HindIII/NheI 
PRMT1 pCMV2-FLAG PRMT1 p3xFLAG HindIII/XbaI 
PRMT1(G80R) pCMV2-FLAG PRMT1(G80R) p3xFLAG HindIII/XbaI 
PRMT5 pCMV2-FLAG PRMT5 p3xFLAG HindIII/SalI 
PRMT5(R368A) pCMV2-FLAG PRMT5(R368A) p3xFLAG HindIII/SalI 
FGF-223 pTrcHis-FGF-2 pTrcHis EcoRI/HindIII 




3.1 FGF-223 bindet direkt an die Aminosäurereste 1-90 des 
survival of motoneuron (SMN) Proteins 
Die bisherigen Daten zu einer Interaktion zwischen dem Fibroblastenwachstumsfak-
tor-2 (FGF-2) und dem survival of motoneuron (SMN) Protein beruhten auf einer Co-
lokalisations- und Immunpräzipitationsstudie, in der gezeigt wurde, daß die 23 kDa-
Isoform von FGF-2 mit dem SMN-Protein in SMN-positiven Kernfoci co-lokalisiert und 
in einem gemeinsamen Komplex vorliegt (Claus et al., 2003). Das SMN-Protein ist 
ein Assemblierungsprotein der U snRNPs, die eine wichtige Rolle im pre-mRNA-
Spleißen spielen. Um zu überprüfen, ob die beschriebene Interaktion zwischen der 
23 kDa-Isoform von FGF-2 und dem survival of motoneuron Protein auf einer direk-
ten Bindung beider Proteine beruht, wurde eine in vitro Bindungsstudie mit rekombi-
nanten Proteinen durchgeführt. Diese Methode erlaubte zudem die Domäne des 
SMN-Proteins zu bestimmen an die FGF-223 gebunden hat. Dazu wurden humanes 
SMN1-294, welches das Wildtyp (wt)-Protein repräsentiert, und verschiedene Mutanten 
des SMN-Proteins als Fusionsproteine mit GST exprimiert, auf eine Glutathionagaro-
sematrix immobilisiert und mit rekombinantem murinen FGF-223 inkubiert. Murines 
FGF-223 unterscheidet sich im Aminoterminus nur geringfügig von humanem FGF-223 
(Dono et al., 1998). Die eingesetzten Proteinmengen der GST-SMN-Proteine und 
FGF-223 wurden als Auftragskontrolle auf ein SDS-Gel aufgetragen und durch Anfär-
bung mit Coomassie Brilliant Blue visualisiert. Als Negativkontrolle wurde FGF-223 
mit der Glutathionagarose-Matrix allein inkubiert. Eine direkte Interaktion beider Pro-
teine wurde durch SDS-Gelelektorphorese und Western Blot visualisiert. Das Ergeb-
nis der in vitro Bindungsstudie ist in Abbildung 3a dargestellt. Die 23 kDa-Isoform von 
FGF-2 bindet sowohl an das wt-SMN als auch an eine C-terminal trunkierte Form 
des SMN-Proteins (SMN1-239) direkt (Abb. 3a, Spuren 1 und 3). Die Bindung von 
FGF-223 an die Deletionsmutanten SMN1-90 und SMN1-123 zeigt eine Interaktion mit 
dem Aminoterminus von SMN (Abb. 3a, Spuren 4 und 5). Daraus läßt sich schließen, 
daß der aminoterminale Bereich des SMN-Proteins für eine Interaktion mit FGF-223 
ausreicht. Interessanterweise bindet eine aminoterminale Mutante (SMN28-294) 




ein Hinweis auf einen modulierenden Einfluß der von Exon 1 codierten Aminosäure-
reste 1-27 des SMN-Proteins auf die Bindung von FGF-223. An die C-terminale Oli-
gomerisierungsdomäne des SMN-Proteins, repräsentiert durch SMN235-294 und auch 
an die Tudordomäne, repräsentiert durch die Mutante SMN79-123, erfolgt keine Bin-
dung (Abb. 3a, Spuren 6 und 7). Als Negativkontrolle wurde GST-Protein mit FGF-223 
inkubiert, dabei konnte keine Bindung beobachtet werden (Abb. 3a, Spur 8). In Ab-
bildung 3a, Spur 9 ist der Input an FGF-223-Protein gezeigt.  
Um dieses Ergebnis zu überprüfen, wurde der Versuch auch mit Zellextrakt aus 
FGF-223 überexprimierenden Schwann-Zellen durchgeführt. Während das in 
Schwann-Zellen exprimierte FGF-223 korrekt posttranslationale Modifikationen er-
fährt, ist dies bei rekombinant exprimierten FGF-223 nicht möglich. Das Ergebnis die-
ses Versuches ist in Abbildung 3b dargestellt. Auch in diesem Fall erfolgt die Bin-
dung an die ersten 90 Aminosäurereste des SMN-Proteins in Abhängigkeit der Ami-
nosäurereste 1-27 (Abb. 3b, Spuren 1 und 4). Abbildung 3b, Spur 8, zeigt die Nega-
tivkontrolle, in Spur 7 ist der Input an FGF-223-Protein gezeigt. 
In Abbildung 3c ist das Ergebnis dieses Versuchs schematisch dargestellt. Interes-
santerweise überlappt die Bindungsdomäne von FGF-223 sowohl mit einer Domäne, 
die in vitro Nukleinsäuren binden kann (Bertrandy et al., 1999; Lorson und Androphy, 
1998), als auch mit der Bindedomäne von Gemin2, einem essentiellen Bestandteil 
des SMN-Komplexes. Ob FGF-223 mit diesen beiden Faktoren um die Bindung kom-
petieren kann, wurde nachfolgend untersucht. 
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Abbildung 3: FGF-223 bindet direkt an die Aminosäurereste 1-90 des survival of motoneuron 
Proteins. a) Deletionsmutanten des SMN-Proteins, die als GST-Fusionsproteine exprimiert wurden, 
wurden an eine Glutathionagarosematrix gebunden und mit rekombinantem FGF-223 inkubiert. Die 
Matrix wurde nach der Bindungsreaktion mit IP-Puffer und PBS gewaschen. Durch Western Blot mit 
einem FGF-2-Antikörper wurde die Bindungsintensität analysiert. Mit einer Coomassie Brilliant Blue-
Färbung sollte gezeigt werden, daß gleiche Proteinmengen der SMN-Deletionsmutanten eingesetzt 
wurden. b) Dieser Versuch wurde mit Zellextrakt aus FGF-223-DsRed-überexprimierenden Schwann-
Zellen wiederholt. Es wurden jeweils gleiche Mengen an GST-SMN eingesetzt, wie die Coomassie 
Brilliant Blue-Färbung zeigt. c) Das Ergebnis der Bindungsstudie ist hier zusammengefaßt. FGF-223 
bindet direkt an die Aminosäurereste 1-90 des SMN-Proteins. Die Aminosäurereste 1-27 von SMN 
haben einen modulierenden Einfluß auf die Bindung von FGF-223. Die Bindungsintensitäten sind mit +, 




3.2 Die Bindung von U2 snRNA an SMN wird durch FGF-223 
nicht beeinflußt 
Verschiedene U snRNAs können sequenzspezifisch an den SMN-Komplex binden 
(Yong et al., 2004a; Yong et al., 2002) und FGF-223 liegt in einem gemeinsamen 
Komplex mit U2 snRNA vor (Claus et al., 2004). Zudem weist die zentrale RG-reiche 
Sequenz von FGF-223 eine große Ähnlichkeit zu dem RNA-bindenden Motiv von 
hnRNPs auf. Da die Bindedomäne der 23 kDa-Isoform von FGF-2 mit einer Sequenz 
überlappt, die in vitro Nukleinsäuren binden kann (Bertrandy et al., 1999; Lorson und 
Androphy, 1998), stellte sich die Frage, ob FGF-223 mit U snRNAs um die Bindung 
an SMN kompetieren und ob eine direkte Bindung von U snRNAs an FGF-223 erfol-
gen kann. Um dies zu beantworten, wurde eine in vitro Bindungsstudie durchgeführt. 
Das Ergebnis ist in Abbildung 4 gezeigt. Für die in vitro Bindungsstudie wurde re-
kombinantes GST-SMN1-294 auf eine Glutathionagarosematrix immobilisiert und mit 
radioaktiv markierter [α-33P] U2 snRNA sowie einer ansteigenden Menge an rekom-
binantem FGF-223, das auf eine Nickelmatrix immobilisiert wurde, inkubiert. Um zu 
überprüfen, ob FGF-223 die Kapazität besitzt RNA zu binden, erfolgte eine Inkubation 
von FGF-223 mit [α-33P] U2 snRNA. Als Positivkontrolle wurde rekombinantes GST-
SMN1-294 mit [α-33P] U2 snRNA inkubiert. Poly(dG-dC).poly(dG-dC) oder tRNA (nicht 
gezeigt) dienten in diesem Versuch als unspezifische Kompetitoren. Als Negativkon-
trolle wurde [α-33P] U2 snRNA mit der jeweiligen Matrix inkubiert, an der die rekombi-
nanten Proteine gebunden waren. Visualisiert wurde das Ergebnis des Versuches 
durch einen Dot Blot der Fraktionen. Wie in Abbildung 4 (Spuren 2-4) zu sehen, fand 
keine Kompetition der [α-33P] U2 snRNA mit FGF-223 um die Bindung an SMN statt. 
Nur bei Einsatz einer großen Menge an FGF-223 konnte eine Abnahme der Bindung 
von [α-33P] U2 snRNA an SMN festgestellt werden (Spur 5). Obwohl die zentrale RG-
reiche Sequenz von FGF-223 eine große Ähnlichkeit zu dem RNA-bindenen Motiv der 
hnRNPs hat, besaß es nicht die Kapazität [α-33P] U2 snRNA zu binden, wie in Spur 7 
zu sehen ist. Spur 1 zeigt wie erwartet eine Bindung von [33P] U2 snRNA an SMN. Es 
erfolgte keine unspezifische Bindung der [33P] U2 snRNA an die Matrix (Spuren 6 
und 8). Das Ergebnis dieses Versuches zeigt, daß es keine Kompetition zwischen 
der U2 snRNA und FGF-223 um die Bindung an SMN gab. Desweiteren zeigt es, daß 
FGF-223 nicht in der Lage war U2 snRNA zu binden. 
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Abbildung 4: Die Bindung von U2 snRNA an SMN wird durch FGF-223 nicht beeinflußt. Eine 
konstante Menge an Glutathionagarosematrix immobilisiertes GST-SMN wurde mit radioaktiv markier-
ter [α-33P] U2 snRNA und einer steigenden Menge an rekombinantem FGF-223 inkubiert (Spur 1-5). 
Als unspezifische Kompetitoren diente tRNA (nicht gezeigt) oder poly (dG-dC).poly(dG-dC). Nach der 
Inkubation wurden die Glutathionagarosematrix gewaschen, die RNA mit TRIzol® isoliert und durch 
Dot Blot analysiert. Nur eine hohe Menge an FGF-223 konnte mit U2 snRNA um die Bindung an SMN 
kompetieren (Spur 5). Die radioaktiv markierte U2 snRNA zeigte keine unspezifische Bindung an die 
eingesetzten Matrizes (Spur 6 und 8). Es konnte keine Bindung der U2 snRNA an FGF-223 detektiert 
werden (Spur 7). 
3.3 FGF-223 kompetiert mit Gemin2/SIP1 um die Bindung an 
SMN 
Die Domäne der Bindung der 23 kDa-Isoform von FGF-2 überlappt auch mit der von 
Gemin2, einem essentiellen Protein des SMN-Komplexes. Diese liegt im Bereich der 
Aminosäurereste 13-44, die von Exon 1 und Exon 2a codiert werden (Wang und 
Dreyfuss, 2001; Young et al., 2000b). Andere Studien weisen darauf hin, daß die 
Bindung von Gemin2 bei humanem SMN an die Aminosäurereste 52-91 erfolgt 
(Young et al., 2000b). Um zu untersuchen, ob FGF-223 mit Gemin2 um die Bindung 
an SMN kompetieren kann, wurde eine in vitro Bindungs-/Kompetitionsstudie durch-
geführt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 dargestellt. Dazu wurde jeweils ein Mikro-
gramm rekombinantes GST-SMN-Protein auf eine Glutathionagarosematrix mit 2,5 
Mikrogramm rekombinantem Gemin2 und einer ansteigenden Menge an rekombi-




GST-SMN mit nur einem der beiden rekombinanten Proteine (Abb. 5, Spuren 1 und 
2). Als Negativkontrolle wurde die GST-Matrix mit jeweils einem der rekombinanten 
Proteine inkubiert (Spuren 3 und 4). Wie in den Spuren 5-11 zu sehen, erfolgte eine 
Reduktion der Gemin2-Bindung bei Einsatz von zehn Mikrogramm FGF-223 (Spur 
10). Daraus ergibt sich eine Stöchiometrie von 2:1 (FGF-223:Gemin2), da aktives 
FGF-2 zumeist als Dimer vorliegt (Davis et al., 1999). Dieses Ergebnis zeigt, daß 
FGF-223 und Gemin2 in vitro um die Bindung an SMN kompetieren können. 
Abbildung 5: FGF-223 kompetiert mit Gemin2/SIP1 um die Bindung an SMN. Gemin2 wurde in 
einem in vitro Transkriptions/Translations-System exprimiert und jeweils gleiche Mengen mit rekombi-
nantem GST-SMN, das auf einer Glutathionagarosematrix immobilisiert war, inkubiert. Zudem wurde 
eine steigende Menge an rekombinantem FGF-223 hinzugegeben (Spuren 5-11). Ab einem molaren 
Verhältnis von 2:1 (FGF-223:Gemin2) lag eine Kompetition vor. Die Spuren 3 und 4 zeigen, daß keine 
unspezifische Bindung an die Glutathionagarosematrix stattfand. Die Spuren 1 und 2 zeigen als Posi-
tivkontrollen, daß sowohl Gemin2 als auch FGF-223 an GST-SMN binden konnte. 
3.4 Die Überexpression von FGF-223 in HEK293T-Zellen 
führt zu einer Reduktion von SMN positiven Kernkörpern 
Interessanterweise zeigen immuncytochemische Daten von Fibroblasten aus Patien-
ten mit SMA keine klaren Kernkörper sondern eine diffuse Verteilung sowohl im Cy-
toplasma als auch im Zellkern (Claus et al, unpubliziert). Dies ist ein Hinweis auf die 
Unfähigkeit dieser Zellen U snRNPs und SMN im Zellkern zu akkumulieren und 
spricht für die Bedeutung dieser Kernstrukturen in der Pathologie der SMA. Um auf 
zellulärer Ebene die Konsequenz der oben beschriebenen in vitro Kompetition und 
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damit den Einfluß von FGF-223 auf die Ausbildung der SMN-positiven Kernkörper zu 
untersuchen, wurden HEK293T-Zellen mit den Plasmiden pEGFP-SMN und pDsRed-
23 co-transfiziert. Diese Plasmide codierten für ein Vollängen SMN-EGFP-
Fusionskonstrukt beziehungsweise für ein FGF-223-DsRed-Fusionskonstrukt. Als 
Kontrolle wurden HEK293T-Zellen mit den Plasmiden pEGFP-SMN und pDsRed-N1 
beziehungsweise pEGFP-SMN und pDsRed-18, welches für ein FGF-218-DsRed-
Fusionskonstrukt codierte, co-transfiziert. Durch die Verwendung zweier unterschied-
licher Fluorophore konnten co-transfizierte Zellen identifiziert werden. Anschließend 
wurde die Anzahl der SMN-positiven Kernkörper bestimmt. Diese waren durch das 
EGFP-Signal leicht zu identifizieren. Die erhaltenen Anzahlen wurden gemäß der 
Häufigkeit der Kernkörper in Klassen eingeteilt und mit dem Chi-Quadrat-Test auf 
Signifikanz hin analysiert. In Abbildung 6a sind Beispielabbildungen von HEK293T-
Zellen zu sehen, die mit pEGFP-SMN transfiziert wurden. Dabei entsprach die An-
zahl von zwei SMN-positiven Kernkörpern der durchschnittlichen Anzahl untransfi-
zierter HEK293T-Zellen. Abbildung 6b zeigt das Verteilungsmuster der SMN-
positiven Kernkörper. In den Kontrollzellen fand man am häufigsten Zellen, die zwei 
SMN-positive Foci haben. Bezogen auf die Häufigkeit folgten dieser Klasse Zellen 
mit drei oder vier SMN-positiven Foci. In Abbildung 6b ist deutlich zu sehen, daß sich 
die Überexpression von FGF-223 im Vergleich mit den Kontrollzellen auf die Häufig-
keitsverteilung der SMN-positiven Kernkörper auswirkte. Wurde FGF-223-DsRed ü-
berexprimiert, so waren mehr Zellen zu beobachten, die zwei SMN-positive Kernkör-
per aufwiesen. Es gab also eine klare statistisch signifikante Linksverschiebung in 
der Anzahl der SMN-positiven Foci. Die 18 kDa-Isoform von FGF-2 hingegen nahm 
keinen signifikanten Einfluß auf die Häufigkeitsverteilung der SMN-positiven Kern-
körper. Als zusätzliche Kontrolle wurden HEK293T-Zellen mit pEGFP-SMN28-294 
transfiziert. Bei dem von diesem Plasmid codierten EGFP-Fusionsprotein fehlten die 
ersten 27 Aminosäurereste des SMN-Proteins. Dadurch war sowohl die Interaktions-
domäne des SMN-Proteins für Gemin2 als auch die Interaktionsdomäne für FGF-223 
teilweise deletiert. Wie in Abbildung 6b zu sehen, ist die Häufigkeitsverteilung der 
SMN-positiven Kernkörper in diesen Zellen hochsignifikant unterschiedlich im Ver-
gleich zu den Zellen, die SMN1-294-EGFP überexprimierten. Dies ist ein Hinweis auf 
die Notwendigkeit einer intakten Gemin2-Bindung für die Integrität der SMN-positiven 
Kernkörper. Vergleicht man die Häufigkeitsverteilung der SMN-positiven Kernkörper 




hörigen Kontrollzellen, so ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Das Ergeb-
nis dieses Versuches spricht für einen Einfluß der 23 kDa-Isoform auf die Stabilität 
der SMN-positiven Kernkörper in diesem Zellkulturmodell. 
Abbildung 6: Die Überexpression von FGF-223 in HEK293T-Zellen führt zu einer Reduktion von 
SMN positiven Kernkörpern. a) Repräsentative Abbildung von HEK293T-Zellen, die ein SMN1-294-
EGFP-Fusionskonstrukt überexprimieren. Meßbalken = 20 µm. b) Die Anzahl der SMN-positiven 
Kernkörper in co-transfizierten HEK-293T-Zellen wurde ausgezählt und die Häufigkeitsverteilung er-
mittelt. FGF-223 interagiert mit SMN1-294 und zeigte einen statistisch signifikanten Einfluß auf die Häu-
figkeitsverteilung der SMN-positiven Kernkörper. Bei FGF-218 war ein solcher Effekt nicht zu erken-
nen. Als zusätzliche Kontrolle diente ein SMN28-294-EGFP-Fusionskonstrukt, bei dem die Bindestelle 
für Gemin2 teilweise deletiert war. Zwischen den Kontrollzellen und den mit FGF-2-Konstrukten trans-
fizierten Zellen gab es in diesem Fall keinen statistisch signifikanten Unterschied. Es wurden n = 3 
unabhängige Experimente durchgeführt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. ***, p < 
0.001 (Chi-Quadrat-Test). 
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3.5 Transgene FGF-2 Mäuse weisen eine verringerte Anzahl 
an SMN-positiven Kernkörpern auf 
Um zu überprüfen, ob eine Überexpression von FGF-223 auch in vivo eine Verringe-
rung der Anzahl an SMN-positiven Kernkörpern hervorruft, wurden diese Kernkörper 
in Motoneuronen des lumbalen Rückenmarks drei Monate alter heterozygot transge-
ner Mäuse ausgezählt. Diese Mäuse weisen eine Überexpression der humanen 
FGF-2 Isoformen (18 kDa, 21 kDa, 22,5 kDa und 34 kDa) in allen bisher untersuch-
ten Geweben auf (Coffin et al., 1995). Als Kontrollgruppe dienten die entsprechenden 
Wildtyp-Mäuse derselben Würfe. Nach der Präparation und Fixierung des lumbalen 
Rückenmarks wurde die SMN-positiven Kernkörper immunhistochemisch mit einem 
α-SMN Antikörper visualisiert. Die Motoneurone wurden durch die Topologie der 
Vorderhornzellen des Rückenmarks und morphologisch durch die großen, multipola-
ren Zellkörper identifiziert. In Abbildung 7a sind Beispielabbildungen der Motoneuro-
ne gezeigt. Die Wildtyp-Mäuse (links) wiesen eine typische Anzahl an SMN-positiven 
Kernkörpern auf, die bei ein bis zwei SMN-positiven Kernkörpern pro Zelle lag. Die 
transgenen Mäuse (rechts) hingegen eine deutliche Reduktion der Anzahl der SMN-
positiven Kernkörper. Die SMN-positiven Kernkörper wurden bei den Wildtyp-
Mäusen (n=7 Tiere und n=229 Motoneurone) und bei den transgenen FGF-2-
Mäusen (n=8 Tiere und n=273 Motoneurone) bestimmt. Die Häufigkeitsverteilung der 
SMN-positiven Kernkörper wurde mit dem Chi-Quadrat-Test verglichen. Es zeigte 
sich eine statistisch signifikant unterschiedliche Verteilung zwischen beiden Gruppen 
(Abb. 7b). Wie auch im Zellkulturmodell bewirkte eine Überexpression von FGF-223 
eine Verminderung der SMN-positiven Kernkörper. Mit dem Ergebnis dieses in vivo 
Experiments konnte man sowohl die biochemisch als auch die im Zellkulturmodell 




Abbildung 7: Transgene FGF-2 Mäuse weisen eine verringerte Anzahl an SMN-positiven Kern-
körpern auf. Motoneurone des lumbalen Rückenmarks FGF-2-transgener Mäuse (TgFGF-2), die alle 
Isoformen von FGF-2 überexprimieren und die entsprechenden Wildtypen wurden auf Unterschiede in 
der Verteilung der SMN-positiven Kernkörper analysiert. a) Repräsentative Motoneurone von transge-
nen (rechts) und den entsprechenden Wildtyp-Mäusen (links) sind gezeigt. Die SMN-positiven Kern-
körper wurden mit einem α-SMN-Antikörper und mit α-Maus IgG Alexa Fluor 555 angefärbt (Pfeile). 
Hoechst 33258 wurde zur Färbung der Zellkerne benutzt. Gezeigt sind Überlagerungen der entspre-
chenden Bilder. Meßbalken = 20 µm. b) SMN-positive Kernkörper wurden in Wildtyp-Mäusen (n = 7 
Tiere, n = 229 Zellen) und transgenen FGF-2-Mäusen (n = 8 Tiere, n = 273 Zellen) ausgezählt. Die 
Häufigkeitsverteilung der SMN-positiven Kernkörper ist dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Stan-
dardabweichung. **, p < 0.01 (Chi-Quadrat-Test). Meßbalken = 20 µm. 
  Ergebnisse 
 
 42
3.6 FGF-223 bindet bevorzugt im Zellkern an SMN 
In welchem Kompartiment der Zelle erfolgt die Bindung der 23 kDa-Isoform von 
FGF-2 an SMN? Um dies zu beantworten, wurden HEK293T-Zellen transient mit 
dem Plasmid pFGF-223.3xFLAG und dem Plasmid pEGFP-SMN transfiziert. Als Kon-
trolle dienten untransfizierte Zellen oder Zellen, die mit dem jeweiligen Fusionskon-
strukt und dem entsprechen Kontrollplasmid transfiziert wurden. Aus den Zellen wur-
de jeweils der cytoplasmatische Extrakt und der Kernextrakt gewonnen und Co-
Immunpräzipitationen mit einem α–SMN Antikörper durchgeführt, um an SMN ge-
bundenes FGF-223 zu präzipitieren. Anschließend wurden die präzipitierten Proteine 
sowie die Ladekontrollen mit dem Western Blot-Verfahren analysiert. Das Ergebnis 
dieses Versuches ist in Abbildung 8 gezeigt. An SMN gebundenes FGF-223 wurde 
mit einem α–FLAG M2 Antikörper nachgewiesen. Um zu überprüfen, ob jeweils die 
gleichen Proteinmengen aufgetragen wurden, wurden die Blots mit einem α–SMN 
Antikörper inkubiert. Als weitere Kontrolle wurden sowohl die Blots der cytoplasmati-
schen Extrakte als auch die der Kernextrakte mit einem α-Histon H3 Antikörper inku-
biert. Damit ließ sich die erfolgreiche Isolation von Kernproteinen zu überprüfen. Wie 
in Abbildung 8 in den Spuren 5 und 8 beziehungsweise 20 und 23 zu sehen, konnte 
man sowohl im cytoplasmatischen Extrakt als auch im Kernextrakt keine Verände-
rung des endogenen SMN-Spiegels bei Überexpression von SMN1-294-EGFP beob-
achten. Auch eine Überexpression von FGF-223.3xFLAG hatte keinen Einfluß auf die 
Expression des endogenen SMN-Proteins (Spuren 5, 7 und 20, 22). Ebenso verhielt 
es sich für die gleichzeitige Überexpression der beiden Fusionsproteine 
FGF-223.3xFLAG und SMN1-294-EGFP (Spuren 6 und 8 beziehungsweise 21 und 23). 
Dies läßt den Schluß zu, daß die Expression endogenen SMNs durch die Überex-
pression der Fusionsproteine nicht beeinflußt wurde. Zudem kann man aus diesen 
Daten folgern, daß eine Überexpression von FGF-223 den Transport von SMN in den 
Kern nicht beeinträchtigte. In welchem Kompartiment der Zelle bindet FGF-223 be-
vorzugt an SMN? Vergleicht man die Intensitäten der Banden in den Spuren 7 und 
22, so wird deutlich, daß bei alleiniger Überexpression von FGF-223 im cytoplasmati-
schen Extrakt (Spur 7) kaum FGF-223 co-immunpräzipitiert wurde. Im dazugehörigen 
Kernextrakt (Spur 22) sieht man jedoch eine starke Co-Immunpräzipitation von 
FGF-223. Daraus kann man folgern, daß beide Proteine bevorzugt im Zellkern in ei-
nem Komplex vorliegen. Wie in Spur 6 zu sehen, kam es erst bei Überexpression 




Extrakt zu einer verstärkten Co-Immunpräzipitation der 23 kDa-Isoform von FGF-2 
und SMN. Diese war jedoch schwächer als im Kernextrakt derselben Zellen (Spuren 
6 und 21). Vergleicht man die Spuren 21 und 22, so unterscheiden sich interessan-
terweise die Intensitäten der Banden für die 23 kDa-Isoform von FGF-2 im Kernex-
trakt nicht voneinander. Da bei der Überexpression von SMN mehr SMN-Protein in 
der Zelle vorhanden war, war zu erwarten gewesen, daß in diesen Zellen mehr 
FGF-223 in einem Komplex mit SMN zu finden war, als in Zellen, die nur endogenes 
SMN aufwiesen. Wie in den Spuren 21 und 22 zu sehen, war dies ist nicht der Fall. 
Daraus läßt sich folgern, daß nur eine begrenzte Menge an SMN-Protein, unabhän-
gig vom Expressionsspiegel, in den Zellkern gelangt. FGF-223 wurde teilweise pro-
teolytisch zu einem zuvor beschriebenen 16 kDa-Fragment (Malecki et al., 2004) de-
gradiert, das der Kernsequenz aller bekannten FGF-2 Isoformen entspricht (Spuren 
2, 3 und 17, 18). Dieses Fragment interagierte nicht mit SMN, wie in den Spuren 6, 7 
und 21, 22 zu sehen, da es nicht den für die 23 kDa-Isoform typischen Arginin-
reichen Aminoterminus aufwies. 
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Abbildung 8: FGF-223 bindet bevorzugt im Zellkern an SMN. Um zu untersuchen, in welchem 
Kompartiment der Zelle die Bildung des SMN/FGF-223-Komplexes stattfindet, wurden HEK293T-Zellen 
mit pFGF-223.3XFLAG und pSMN1-294-EGFP co-transfiziert. Der Kern- und cytoplasmatische Extrakt 
dieser Zellen wurde aufbereitet und eine Co-Immunpräzipitation mit einem Antikörper gegen SMN 
durchgeführt. Nachfolgend wurden die erhalten Komplexe durch Western Blot analysiert. An das 
FLAG-Epitop fusioniertes FGF-223 wurde mit einem α-FLAG M2-Antikörper, SMN mit einem α-SMN-
Antikörper und Histon H3, als Kontrolle für die Reinheit der Extrakte, mit einem α-Histon H3-Antikörper 
visualisiert. Lag nur endogenes SMN vor, so wurde im Cytoplasma im Vergleich zum Zellkern kaum 
FGF-223 in einem Komplex mit SMN gefunden (Spuren 7 und 22). Dies weist auf eine Bindung zwi-
schen beiden Proteinen hin, die bevorzugt im Zellkern vorkommt. FGF-223 wurde teilweise zu einem 
16 kDa-Fragment degradiert (Malecki et al., 2004). Dieses interagierte jedoch nicht mit SMN, da die-




3.7 FGF-223 liegt mit PRMT5 in einem gemeinsamen Kom-
plex vor 
Ein Charakteristikum der 23 kDa-Isoform von FGF-2 ist das Vorhandensein von RG-
Motiven in der aminoterminalen Sequenz. Die Argininreste in diesen RG-Motiven 
können durch eine Typ I Methyltransferase, der Protein Arginine Methyltransferase 1 
(PRMT1), asymmetrisch methyliert werden (Klein et al., 2000). FGF-223 interagiert 
direkt mit dem survival of motoneuron Protein, das wichtig für die Assemblierung von 
U snRNPs ist. Ein essentieller Bestandteil dieser U snRNPs sind die Sm-Proteine, 
die ebenfalls mehrere RG-Motive aufweisen. Ein Teil dieser Proteine wird durch die 
Typ II Methyltransferase PRMT5, welche hauptsächlich im Cytoplasma lokalisiert, 
symmetrisch dimethyliert. Diese posttranslationale Modifikation erhöht die Spezifität 
Bindung der Sm-Proteine an SMN (Brahms et al., 2001; Friesen et al., 2001). Da 
FGF-223 zum einen ebenfalls RG-Motive aufweist zum anderen direkt mit SMN inter-
agiert, stellte sich die Frage, ob auch FGF-223 ein Substrat von PRMT5 sein könnte. 
Dazu sollte zunächst festgestellt werden, ob FGF-223 und PRMT5 in einem Komplex 
vorliegen. HEK293T-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV2-FLAG PRMT5 (Rho 
et al., 2001), welches für ein PRMT5.3xFLAG-Fusionskonstrukt codierte, und dem 
Plasmid pDsRed-23 co-transfiziert. Als Kontrollen dienten untransfizierte HEK293T-
Zellen sowie Zellen, die mit einem Fusionskonstrukt und dem entsprechenden Kon-
trollplasmid co-transfiziert wurden. Mit dem Gesamtzellysaten wurde anschließend 
Co-Immunpräzipitationen mit einem α-FLAG M2 Antikörper durchgeführt und die prä-
zipitierten Proteine mit dem Western Blot-Verfahren analysiert. Um zu überprüfen, ob 
jeweils die gleichen Mengen an Protein aufgetragen wurden, wurde der Blot mit ei-
nem α-SMN Antikörper inkubiert. Die erfolgreiche Überexpression der Proteine wur-
de mit der Inkubation des Blots mit den jeweiligen Antikörpern visualisiert. Wie in Ab-
bildung 7 (Spur 8) zu sehen, war der α-FLAG M2 Antikörper in der Lage PRMT5 und 
FGF-223 zu co-präzipitieren. Dies weist darauf hin, daß PRMT5 und FGF-223 in einem 
gemeinsamen Komplex vorliegen, wenn beide Proteine überexprimiert werden. Auf-
grund dieser Co-Immunpräzipitationsdaten sollte in einem weiteren Versuch geklärt 
werden, ob die RG-Motive von FGF-223 durch PRMT5 methyliert werden können. 
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Abbildung 9: FGF-223 liegt mit PRMT5 in einem gemeinsamen Komplex vor. HEK293T-Zellen 
wurden transient mit einem PRMT5.3xFLAG-Fusionskonstrukt und einem FGF-223DsRed-
Fusionskonstrukt transfiziert. Mit dem Gesamtzellextrakt wurde eine Co-Immunpräzipitation mit einem 
α–FLAG M2-Antikörper durchgeführt. Durch Western Blot wurden die präzipitierten Proteinkomplexe 
mit Antikörpern gegen FLAG (α–FLAG M2) FGF-2 (α–FGF-2) und SMN (α–SMN) analysiert. Die Spu-
ren 1-4 zeigen Ladekontrollen. Bei Überexpression von FGF-223 und PRMT5 waren beide Proteine in 
einem gemeinsamen Komplex vorhanden (Spur 8). Die Spuren 5 bis 7 zeigen Negativkontrollen, um 
unspezifische Bindungen auszuschließen. Hc, schwere Kette des Antikörpers. 
3.8 Die Typ II Proteinmethyltransferase PRMT5 kann 
FGF-223 in vitro methylieren 
Nachdem gezeigt werden konnte, daß FGF-223 mit PRMT5 in einem gemeinsamen 
Komplex vorlag, stellte sich folgende Frage: Können die RG-Motive der 23 kDa-
Isoform durch die Protein-Arginin-Methyltransferase 5 methyliert werden? Dazu wur-
de ein in vitro Methylierungsexperiment durchgeführt. Das Ergebnis dieses Versu-
ches ist in Abbildung 10 dargestellt. HEK293T-Zellen wurden mit dem Plasmid 
pCMV2-FLAG PRMT5 transfiziert, das Protein mit einem α-FLAGM2 Antikörper im-
munpräzipitiert und auf eine Protein G Sepharosematrix gekoppelt. Die Reinheit des 
Proteins wurde durch Western Blot und in einem Coomassiegel überprüft (nicht ge-
zeigt). Für eine Negativkontrolle wurden HEK293T-Zellen mit dem Plasmid pCMV2-
FLAG PRMT5(R368A) (Rho et al., 2001), welches für eine inaktive Mutante des Pro-
teins codierte, transfiziert und das Protein dem Wildtypprotein entsprechend aufge-
reinigt. Für eine Positivkontrolle wurden HEK293T-Zellen mit dem Plasmid pCMV2-




dierte, transfiziert und das Protein ebenfalls wie das PRMT5.3xFLAG-Fusionsprotein 
aufgereinigt. Die so isolierten Proteine wurden mit rekombinantem FGF-223 und ra-
dioaktiv markiertem [carboxy 14C] S-Adenosylmethionin in PRMT-Assaypuffer inku-
biert. Als Positivkontrolle für die Methylierung durch PRMT5 diente das myelin basic 
protein (MBP), da es durch PRMT5 methyliert werden kann (Baldwin und Carnegie, 
1971a; Baldwin und Carnegie, 1971b; Lim et al., 2005). Der Überstand der Reaktion 
wurde auf ein natives Polyacrylamidgel aufgetragen und dieses auf einem Röntgen-
film exponiert. Wie in Abbildung 10, Spur 1, zu sehen, ließ sich im Falle der Inkubati-
on von FGF-223 und PRMT5 ein radioaktives Signal auf dem Röntgenfilm detektie-
ren. Ein radioaktives Signal war auch in der Positivkontrolle (Spur 2) zu finden. Dies 
zeigt eine in vitro Methylierung von FGF-223 durch PRMT5. Die inaktive Mutante 
PRMT5(R368A) war weder in der Lage MBP (Spur 4), noch die 23 kDa-Isoform von 
FGF-2 (Spur 3) zu methylieren, was auf eine spezifische Methylierung durch PRMT5 
hinweist. Die Positivkontrolle mit PRMT1 (Spur 5) zeigte wie erwartet eine in vitro 
Methylierung von FGF-223. MBP konnte hingegen nicht durch PRMT1 methyliert 
werden (Spur 6). 
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Abbildung 10: Die Typ II Proteinmethyltransferase PRMT5 kann FGF-223 in vitro methylieren. 
Rekombinantes FGF-223 wurde mit PRMT5 beziehungsweise dessen inaktiver Mutante PRMT5 
(R368A) und radioaktiv markiertem [carboxy 14C] S-Adenosylmethionin als Methylgruppendonor inku-
biert (Spuren 1 und 3). Als Positivkontrolle für die Methylierung durch PRMT5 diente MBP (Spuren 2 
und 4). Die Inkubation von FGF-223 mit PRMT1 diente als Positivkontrolle (Spur 5), im Falle von MBP 
als Negativkontrolle (Spur 6). Spur 7 zeigt einen Proteinmarker, der für die Kontrolle des Gellaufs ver-
wendet wurde. Die Proteine wurden nachfolgend auf ein natives Polyacrylamidgel aufgetragen und 
dieses auf einem Röntgenfilm exponiert. Wie anhand der radioaktiven Signale in den Spuren 5 und 7 
zu sehen, konnte FGF-223 sowohl von PRMT5 als auch von PRMT1 in vitro methyliert werden. 
3.9 Inhibition der FGF-2-Methylierung beeinflußt die zel-
luläre Lokalisation von FGF-2 
Wie wirkt sich die Methylierung der RG-Motive auf die Lokalisation von FGF-2 aus? 
Um diese Frage zu beantworten, wurden HEK293T-Zellen für 24 Stunden mit dem 
Methylierungshemmer Adenosindialdehyd (AdOx) behandelt, anschließend fixiert 
und eine Immuncytochemie mit einem α-FGF-2 Antikörper und einem Cy2-
gekoppeltem Sekundärantikörper durchgeführt. Das Ergebnis dieses Versuches ist in 
Abbildung 11 dargestellt. Adenosindialdehyd inhibiert die S-Adenosyl-L-
Homocysteinhydrolase, was in der Akkumulation von S-Adenosyl-L-Homocystein 
(AdoHyc), einem Produktinhibitor der Methyltransferasen, resultiert. Methyltransfe-
rasen benutzen S-Adenosyl-L-Methionin als Methylgruppedonor (Johnson et al., 




akzeptierenden Polypeptide in einem hypomethylierten Status. Wie in Abbildung 11 
zu sehen, war FGF-2 in den Kontrollzellen gleichmäßig in der ganzen Zelle verteilt. 
Nach Behandlung der Zellen war ein Großteil von FGF-2 um die Peripherie des Zell-
kerns lokalisiert. Nur ein geringer Anteil befand sich im Zellkern. Dies entspricht Da-
ten von (Pintucci et al., 1996). Dabei handelte es sich vermutlich entweder um die 
18 kDa-Isoform oder um HMW-FGF-2, das vor der AdOX-Zugabe methyliert wurde. 
Dieses Ergebnis zeigt den Einfluß einer postranslationalen Modifikation, in diesem 
Fall die Methylierung von Arginin-Glycin-reichen Motiven, auf die Lokalisation des 
Fibroblastenwachstumsfaktors-2. 
Abbildung 11: Inhibition der FGF-2-Methylierung beeinflußt dessen zelluläre Lokalisation. 
HEK293T-Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckgläschen wurden für 24 Stunden mit AdOx 
(Adenosindialdehyd) behandelt und anschließend mit 4% PFA/PBS fixiert. Die immuncytochemische 
Analyse mit einem Antikörper gegen FGF-2 zeigte die Verteilung von FGF-2. Als sekundärer Antikör-
per diente ein α–rabbit IgG-Cy2-Antikörper. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. FGF-2 war in 
den mit AdOx behandelten Zellen (+AdOx) hauptsächlich cytoplasmatisch und perinukleär verteilt. In 
den Kontrollzellen (-AdOx) war eine gleichmäßige Verteilung von FGF-2 zu sehen. Meßbalken = 20 
µm. 
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3.10 Die intranukleäre Lokalisation von FGF-2 ist abhängig 
von der Anzahl der RG-motive im Aminoterminus der 
hochmolekularen Isoformen 
Der Fibroblastenwachstumsfaktor-2 besitzt eine zweigeteilte Kernlokalisationsse-
quenz, die im Carboxyterminus der allen Isoformen gemeinsamen Kernsequenz liegt. 
Die aminoterminale Extension mit ihren RG-Motiven, die die 21 kDa- und die 23 kDa-
Isoformen auszeichnen, wird sowohl als Kernlokalisationssequenz als auch als Kern-
retentionssequenz beschrieben. Die zweigeteilte Kernlokalisationssequenz ist gut 
untersucht. Über die Abhängigkeit der Lokalisation der hochmolekularen Isoformen 
von der aminoterminale Extension ist wenig bekannt. Wie lokalisieren die einzelnen 
Isoformen von FGF-2 im Zellkern? FGF-218 lokalisiert im Zellkern in den Nukleoli und 
co-lokalisiert bei Überexpression teilweise mit Cajal-Körpern. FGF-223 welches drei in 
Cluster aufgeteilte RG-Motive besitzt, ist chromatinassoziiert und co-lokalisiert bei 
Überexpression teilweise mit SMN-positiven Kernkörpern (Claus et al., 2003). Das 
Ergebnis der in dieser Arbeit durchgeführten Lokalisationsstudie ist in Abbildung 12 
dargestellt. Über die subzelluläre Lokalisation der 21 kDa-Isoform war bislang nichts 
bekannt. Wie in Abbildung 12a zu sehen, lokalisiert sie ebenfalls in den Nukleoli, je-
doch nicht in Cajal-Körpern. Die 21 kDa-Isoform zeigt erstaunlicherweise eine ähn-
liche Lokalisation im Zellkern, wie die 18 kDa-Isoform. Ein DsRed-Fusionskonstrukt, 
das die aminoterminale Kernlokalisationssequenz von FGF-223 repräsentiert, lokali-
siert ähnlich wie ein DsRed-Fusionskonstrukt der 23 kDa-Isoform von FGF-2 (Claus 
et al., 2003). Da die Anwesenheit aller RG-Motive für die Assoziation an Chromatin 
und das punktierte Muster ausreicht, sollten Mutationen dieser Sequenz die Frage 
beantworten, welche Bereiche dieser Sequenz wichtig für die intranukleäre Lokalisa-
tion der hochmolekularen Isoformen von FGF-2 sind. Deswegen wurden Mutationen 
der aminoterminalen Kernlokalisationssequenz erstellt, mit DsRed2 fusioniert und die 
Lokalisation dieser DsRed-Fusionskonstukte analysiert. Bei der Mutante 
FGF-223_NTR4/6H-DsRed wurden die Argininreste des ersten RG-Motivs durch Histi-
din ersetzt. Histidin ist wie Arginin eine positiv geladene Aminosäure. Histidin kann 
monomethyliert werden, was zum Beispiel für Histidin in einem HG-Motiv des Aktin 
zutrifft (Asatoor und Armstrong, 1967). Trotz dieser Veränderung erfolgt weiterhin 
eine Chromatinassoziation dieses Fusionskonstruktes (Abb. 12a). Bei der Mutante 




und dem davon carboxyterminal liegenden RG-Motiven entfernt. Dieser besteht aus 
sieben Aminosäureresten, zumeist Alaninresten. Auch diese Mutation war an Chro-
matin assoziiert. Daraus läßt sich schließen, daß weder das erste RG-Motiv, noch 
der hydrophobe Bereich zwischen dem Cluster aus RG-Motiven und dem davon car-
boxyterminal liegenden einen Einfluß auf die Assoziation an Chromatin besitzt. Was 
geschieht, wenn das zentrale RG-Motiv deletiert wird, die Kernsequenz jedoch erhal-
ten bleibt? Erstaunlicherweise lokalisierte FGF-223∆8-23-EGFP, wie auch FGF-218-
EGFP, in den Nukleoli (Abb. 12b). Auch die Mutante FGF-223∆17-28-EGFP lokalisiert 
in den Nukleoli (Abb. 12b). Bei dieser Mutante war das zentrale und das davon car-
boxyterminal liegende RG-Motiv fusioniert. Dabei wurde der letzte Argininrest des 
zentralen RG-Motivs deletiert, wodurch das zentrale RG-Motiv unvollständig ist. Aus 
den Ergebnissen dieser Lokalisationsstudie kann man klar auf einen Einfluß der RG-
Motive auf die Lokalisation der hochmolekularen Isoformen schließen. 
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Abbildung 12: Die intranukleäre Lokalisation von FGF-2 ist abhängig von der Anzahl der RG-
motive in der aminoterminalen Extension der hochmolekularen Isoformen. a) Immortalisierte 
Schwann-Zellen der Ratte wurden mit verschiedenen FGF-2-DsRed-Fusionskonstrukten transfiziert, 
und die Lokalisation der Fusionsproteine wurde analysiert. Die 21 kDa-Isoform von FGF-2 lokalisierte 
in Nukleoli, aber co-lokalisierte im Gegensatz zu der 18 kDa-Isoform bei Überexpression nicht mit 
Coilin in Cajal Körpern (Claus et al., 2003). Die Mutanten FGF-223_NTR4/6H-DsRed und 
FGF-223_NT∆21-27-DsRed waren wie der Aminoterminus der 23 kDa-Isoform (Claus et al., 2003) 
chromatinassoziiert. Ein einzelnes RG-Motiv reichte nicht aus, um DsRed in den Zellkern zu transpor-
tieren, wie bei dem Fusionskonstrukt AARGRAA-DsRed zu sehen war. Die Mutanten FGF-223∆8-23-
EGFP und FGF-223∆17-28-EGFP, bei denen der zentrale RG-Cluster verkürzt beziehungsweise dele-






Die 23 kDa-Isoform des Fibroblastenwachstumsfaktors-2 co-lokalisiert mit dem survi-
val of motoneuron Protein bei Überexpression beider Proteine in SMN-positiven 
Kernkörpern und liegt mit dem SMN-Protein nach Co-Immunpräzipitation in einem 
gemeinsamen Komplex vor (Claus et al., 2003). In dem ersten Teil der Arbeit sollte 
der FGF-223 / SMN-Komplex genauer charakterisiert werden. Auch Auswirkungen 
der Interaktion beider Proteine auf zellulärer Ebene sollte überprüft werden. Im zwei-
ten Teil der Arbeit sollte die Lokalisation von FGF-223 in Abhängigkeit der RG-Motive 
untersucht werden, die charakteristisch für die hochmolekularen Isoformen des Fi-
broblastenwachstumsfaktors-2 sind. 
4.1 Der Fibroblastenwachstumsfaktor-2 interagiert direkt 
mit dem survival of motoneuron Protein 
In diesem Teil der Arbeit sollte zunächst die Art der Interaktion zwischen FGF-223 
und SMN untersucht werden. Es stellte sich zunächst die Frage, ob beide Proteine 
direkt miteinander interagieren oder ob sie über andere Proteine als Brückenmolekül 
miteinander verbunden in einem Komplex vorliegen. Eine Interaktion von FGF-223 
und SMN mit RNA als Brückenmolekül konnte ausgeschlossen werden (Claus et al., 
2004). Zudem konnte in einem far-Western Blot-Experiment gezeigt werden, daß 
rekombinantes humanes SMN nur an die 23 kDa-Isoform von murinem FGF-2 bindet, 
nicht aber an die 18 kDa- oder 21 kDa-Isoform. Dies zeigt einen Einfluß des Amino-
terminus’ von FGF-223 auf die Bindung von SMN (Claus et al., 2004). Um zu überprü-
fen, ob eine direkte Interaktion zwischen FGF-223 und SMN stattfindet, wurde eine in 
vitro Bindungsstudie mit rekombinanten Proteinen durchgeführt. In dieser konnte, wie 
in Abbildung 3 dargestellt, gezeigt werden, daß FGF-223 direkt an SMN binden kann. 
Dieses Ergebnis wurde mit einem Experiment bestätigt, in dem Lysat aus Schwann-
Zellen der Ratte, die murines FGF-223-DsRed überexprimierten, verwendet wurde. In 
Säugerzellen exprimierte Proteine werden im Gegensatz zu in Bakterien exprimierten 
Proteinen korrekt postranslational modifiziert. Das bedeutet im Falle von FGF-223, 
daß die Methylierung der Argininreste in den RG-Motiven, die sich im Aminoterminus 
finden lassen, stattfindet (Klein et al., 2000; diese Arbeit). Rekombinantes, in Bakteri-
en exprimiertes FGF-223 konnte jedoch wie in Abbildung 3 zu sehen ohne diese typi-
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sche posttranslationale Modifikation direkt an SMN binden. Dies zeigt, daß in vitro 
eine Methylierung der RG-Motive von FGF-223 keine absolute Voraussetzung für die 
Interaktion mit SMN ist. Jedoch könnte die Spezifität der Bindung von FGF-223 an 
SMN, wie im Falle der Sm-Proteine (Brahms et al., 2001), erhöht werden. 
4.1.1 FGF-223 liegt in einem gemeinsamen Komplex mit 
PRMT5 vor und kann durch diese TypII Methyltransferase 
in vitro methyliert werden 
Das survival of motoneuron Protein bindet mit hoher Spezifität an Proteine, die sym-
metrisch dimethyliert werden. Beispiele dafür sind die Sm-Proteine B/B’, D1 und D3 
(Brahms et al., 2001; Brahms et al., 2000; Friesen und Dreyfuss, 2000; Salgado-
Garrido et al., 1999; Selenko et al., 2001) sowie Coilin (Hebert et al., 2002; Hebert et 
al., 2001). Auch Fibrillarin, welches wie FGF-223 durch PRMT1 asymmetrisch methy-
liert wird (Lin et al., 2002), wird von SMN gebunden (Jones et al., 2001; Pellizzoni et 
al., 2001). Sowohl die symmetrische Dimethylierung durch Typ II Methyltransferasen 
wie PRMT5 als auch die asymmetrische Dimethylierung durch Typ I Methyltransfe-
rasen wie PRMT1, erfolgt an Argininreste, die sich in einem RG-Motiv befinden 
(Baldwin und Carnegie, 1971a; Baldwin und Carnegie, 1971b). FGF-223, das direkt 
mit SMN interagiert, weist solche RG-Motive im Aminoterminus des Proteins auf. 
Diese sind ein Substrat von PRMT1. Vorläufige Ergebnisse weisen zudem darauf 
hin, daß die dimethylierten Argininreste zumeist asymmetrisch dimethyliert sind, was 
zusätzlich für eine Methylierung durch PRMT1 spricht (Klein et al., 2000). Da 
FGF-223 jedoch direkt an das SMN-Protein binden kann, stellte sich die Frage, ob 
FGF-223 - wie die Sm-Proteine auch - von PRMT5 methyliert werden kann. Um diese 
Frage zu klären, sollte zunächst überprüft werden, ob FGF-223 mit PRMT5 in einem 
gemeinsamen Komplex vorliegt. PRMT5 lokalisiert in einem 20S Komplex mit pICln 
im Cytoplasma (Meister et al., 2001). Wie in Abbildung 9 (Spur 8) gezeigt, lag 
FGF-223 bei gleichzeitiger Überexpression beider Proteine in einem gemeinsamen 
Komplex mit PRMT5 vor. Ein in vitro Methylierungsversuch sollte Aufschluß darüber 
geben, ob FGF-223 ein Substrat von PRMT5 ist. Wie in Abbildung 10 (Spur 1) zu se-
hen, ist FGF-223 in der Tat in vitro ein Substrat dieser Typ II-Methyltransferase. Die in 
diesem Experiment gefundene Methylierung beruhte auf einer spezifischen Reaktion 




(Rho et al., 2001) nicht imstande war, die 23 kDa-Isoform von FGF-2 zu methylieren 
(Abb. 10, Spur 3). Die Positivkontrolle mit PRMT1 zeigt, daß das eingesetzte rekom-
binante FGF-2-Protein methyliert werden konnte (Abb.10, Spur 5). Aufgrund der Lo-
kalisation von PRMT5 und dem Vorliegen beider Proteine in einem Komplex liegt es 
nahe, daß FGF-223 im Cytoplasma methyliert wird. Eine Bindung an SMN erfolgt 
vermutlich erst nach oder bei dem Import in den Zellkern. Wie die Daten aus dem in 
vitro Bindungsversuch (Abb. 3) zeigen, ist eine Methylierung der RG-Motive jedoch 
für die direkte Interaktion beider Proteine in vitro nicht nötig. Die Methylierung als 
posttranslationale Modifikation könnte, wie auch im Fall der Sm-Proteine, eine erhöh-
te Spezifität der Bindung von FGF-223 an SMN bewirken. 
4.1.2 FGF-223 kompetiert nicht mit U2 snRNA jedoch mit 
dem Protein Gemin2 um die Bindung an SMN 
Durch die in dieser Arbeit durchgeführte in vitro Bindungsstudie konnte die Bin-
dungsdomäne des SMN-Proteins für FGF-223 bestimmt werden. Diese liegt im ami-
noterminalen Bereich des SMN-Proteins und wird durch die Aminosäurereste 1-90 
bestimmt. Die Aminosäurereste 1-27 haben anscheinend einen modulierenden Ein-
fluß auf die Bindung von FGF-223, denn Mutanten des SMN-Proteins, denen diese 
Aminosäurereste fehlten, banden FGF-223 weitaus schwächer. Der Grund liegt ver-
mutlich an der nicht vollständig vorhandenen Bindungsdomäne für FGF-223. 
Die Region in der FGF-223 an SMN bindet, überlappt mit einer Domäne, die in vitro 
Nukleinsäuren binden kann. Diese wird durch die Aminosäurereste 29-51 des SMN-
Proteins bestimmt. Dieses konservierte Element bindet homopolymere poly(G) RNA-
Sequenzen. Die Aktivität der Nukleinsäurebindung kann durch die von Exon 3 und 
Exon 4 codierten Sequenzen moduliert werden (Bertrandy et al., 1999; Lorson und 
Androphy, 1998). Der SMN-Komplex ist an der Assemblierung von U snRNPs, die 
aus Sm-Proteinen und U snRNAs bestehen, beteiligt (Yong et al., 2004b). Die RG-
Motive der 23 kDa Isoform ähneln dem RGG-Motiv des hnRNPA1-Proteins, das 
RNA-Bindekapazität hat (Siomi und Dreyfuss, 1995) und dem des Kernproteins Nu-
kleolin (Schmidt-Zachmann und Nigg, 1993). Deswegen war es für die weitere Cha-
rakterisierung des FGF-223 / SMN-Komplexes wichtig, die Frage zu beantworten, ob 
FGF-223 direkt an U snRNAs binden kann und ob eine mögliche Kompetition zwi-
schen der Bindung dieses RNA-Typs und FGF-223 um die Bindung an SMN stattfin-
det. FGF-223 ist mit U2 snRNA und U4 snRNA in einem gemeinsamen Komplex zu 
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finden (Claus et al., 2004). Aus diesem Grund wurde U2 snRNA benutzt, um die Bin-
dekapazitäten der beiden Proteine zu untersuchen. FGF-223 ist trotz der RG-Motive, 
die eine RNA-Bindekapazität vermuten ließen, nicht in der Lage direkt U2 snRNA zu 
binden (Abb. 4, Spur 7). Dies entspricht unpublizierten Daten von Dono und Zeller 
(Dono et al., 1998). Wie in Abbildung 4 (Spuren 2 bis 5) zu sehen, konnte keine 
Kompetition mit U2 snRNA um die Bindung an SMN beobachtet werden, obwohl bei-
de Bindungsdomänen überlappen. Der Grund dafür könnte die oligomere Konforma-
tion des SMN-Proteins sein. Die erste Oligomerisierungsdomäne befindet sich im 
Bereich der Aminosäurereste 52-91 (Young et al., 2000), die zweite wird durch eine 
YG-Box bestimmt, die durch das Exon 6 codiert wird (Lorson et al., 1998). Diese Oli-
gomerkonformation läßt sich vermutlich auch in SMN finden, das in vitro exprimiert 
wurde. Liegt SMN in dieser Konformation vor, so wäre eine Bindung von U2 snRNA 
und FGF-223 an verschiedene Positionen dieses Oligomers möglich, so daß keine 
Kompetitionssituation trotz der gleichen Bindedomäne entsteht. Eine weitere Mög-
lichkeit besteht in einer erhöhten Stabilität der Interaktion von SMN und U2 snRNA 
im Vergleich zu der Bindung von SMN und FGF-223. Wie in Abbildung 4 (Spur 1) zu 
sehen, ist das SMN-Protein selbst in der Lage direkt an U2 snRNA zu binden. Bisher 
beschrieben wurde nur eine Bindung des SMN-Komplexes an U snRNA, wobei das 
Protein Gemin5 innerhalb des SMN-Komplexes die spezifische Interaktion mit den 
U snRNAs vermittelt (Battle et al., 2006). Die U1 snRNA bindet an den SMN-
Komplex durch eine sogenannte U1 SL1-Sequenz (Yong et al., 2002). Die U2, U4 
und U5 snRNA binden durch SL-Sequenzen an ihrem jeweiligen 3`-Ende an den 
SMN-Komplex, die zudem die Bindestelle für Sm-Proteine enthalten (Yong et al., 
2004a). Eine direkte Interaktion der U2 snRNA mit dem SMN-Protein wurde zum er-
sten Mal in dieser Arbeit nachgewiesen. 
Die Interaktionssequenz von FGF-223 überlappt auch mit der von Gemin2, einer 
Kernkomponente des SMN-Komplexes (Fischer et al., 1997; Liu et al., 1997; Paush-
kin et al., 2002). Gemin2 wird durch die Bindung an SMN vermutlich stabilisiert 
(Wang und Dreyfuss, 2001). Die Interaktionssequenz wird durch die Aminosäurere-
ste 13-44 oder 52-91 (Wang und Dreyfuss, 2001; Young et al., 2000b) bestimmt. In 
dem in dieser Arbeit durchgeführten in vitro Experiment ließ sich eine Kompetition 
zwischen den Proteinen Gemin2 und FGF-223 feststellen (Abb. 5, Spuren 10 und 11). 
Das molare Verhältnis von FGF-223 zu Gemin2 betrug bei Eintreten der Kompetition 




sen Daten läßt sich schließen, daß Gemin2 von FGF-223 aus dem SMN-Komplex 
verdrängt wird. Das trotz der möglichen Oligomerkonformation des SMN-Proteins in 
vitro eine Kompetition der Proteine Gemin2 und FGF-223 zu erkennen ist, läßt darauf 
schließen, daß die Bindung von FGF-223 an SMN stabiler ist, als die Bindung von 
Gemin2 an SMN. 
4.1.3 FGF-223 bindet bevorzugt im Zellkern an SMN 
Um weitere Konsequenzen der FGF-223 / Gemin2 Kompetition beurteilen zu können, 
sollte zunächst untersucht werden, in welchem Kompartiment der Zelle FGF-223 an 
SMN bindet. In in vitro Versuchen mit SMN-Deletionsmutanten zeigte sich, daß eine 
Deletion der Gemin2-Bindedomäne die Assoziation der Sm-Proteine mit SMN beein-
trächtigt (Wang und Dreyfuss, 2001). In vivo führt ein reduzierter Gemin2-Spiegel zur 
Beeinträchtigung der U snRNP-Assemblierung und zur Degeneration von Motoneu-
ronen (Jablonka et al., 2002). Der SMN-Komplex ist während der gesamten Bioge-
nese der U snRNPs mit diesen verbunden und trennt sich erst beim oder kurz nach 
dem Import in den Zellkern von diesen ab (Massenet et al., 2002). Die Verdrängung 
von Gemin2 durch FGF-223 aus dem SMN-Komplex könnte also die Biogenese der 
U snRNPs beeinträchtigen. Weiterhin könnte Gemin2 nach der Verdrängung auf-
grund der fehlenden Stabilisierung durch SMN degradiert werden. FGF-223 und SMN 
lagen bei endogenem SMN-Spiegel vornehmlich im Zellkern in einem Komplex vor, 
wobei nur ein gewisser Anteil des SMN-Proteins mit FGF-223 interagierte (Abbildung 
8, Spur 22). Dies bestätigt die vorhandenen Co-Lokalisationsdaten (Claus et al., 
2003). Erst bei Überexpression von SMN1-294-EGFP und FGF-223.3xFLAG ließen sich 
im cytoplasmatischen Extrakt beide Proteine in einem gemeinsamen Komplex finden 
(Abb. 8, Spur 6). Diese Daten lassen darauf schließen, daß es erst im Zellkern zu 
einer Bindung zwischen beiden Proteine kommt. Die U snRNP-Biogenese, die im 
Cytoplasma stattfindet, sollte nicht gestört sein, da FGF-223 erst an SMN bindet, 
nachdem die Assemblierung der U snRNPs erfolgt ist. 
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4.1.4 FGF-223 übt einen Einfluß auf die Stabilität SMN-
positiver Kernkörper aus 
Wie wirkt sich die beschriebene Kompetition von Gemin2 und FGF-223 auf die vom 
SMN-Komplex gebildeten subnukleären Strukturen aus? Von vielen Wachstumsfak-
toren wie zum Beispiel FGF-1 (Zhan et al., 1992), FGF-3 (Kiefer et al., 1994) und 
EGF (Moroianu und Riordan, 1994; Raper et al., 1987), ist bekannt, daß sie in den 
Zellkern translozieren. Die Funktion dieser Wachstumsfaktoren im Zellkern oder die 
Auswirkung auf nukleäre Strukturen ist jedoch kaum untersucht. In dieser Arbeit wur-
de zum ersten Mal der Einfluß eines Wachstumsfaktors auf die Stabilität von Kern-
körpern gezeigt. Um den Einfluß der FGF-223 / Gemin2 Kompetition besser beurtei-
len zu können, wurden in dieser Studie HEK293T-Zellen mit den Plasmiden 
pDsRed-23 und pEGFP-SMN co-transfiziert und die Anzahl der SMN positiven Kern-
körper ausgezählt. Das Plasmid pDsRed-23 codierte für ein FGF-223-DsRed-
Fusionsprotein, das Plasmid pEGFP-SMN für ein SMN-EGFP-Fusionsprotein. In 
HEK293T-Zellen kommt es wie auch in COS-7-Zellen bei Überexpression von SMN 
zu einem Anstieg in der Anzahl der SMN-positiven Kernkörper (Young et al., 2000a). 
Ein hoher Anteil an SMN im Cytoplasma reicht für die Bildung von Gems jedoch nicht 
aus (Young et al., 2000a). Bei gleichzeitiger Überexpression von FGF-223-DsRed und 
SMN1-294-EGFP nahm die durchschnittliche Anzahl der SMN-positiven Kernkörper ab 
(Abb. 6b). Bei einer Überexpression von SMN1-294-EGFP und FGF-218-DsRed kam es 
zu keiner Abnahme der durchschnittlichen Anzahl der SMN-positiven Kernkörper 
(Abb. 6b). Bestätigt wurde der Einfluß von Gemin2 auf die Integrität der SMN-
positiven Kernkörper durch das Verwenden einer SMN-Mutante, der die Aminosäure-
reste 1-27 fehlen. Bei dieser Mutante ist die Bindedomäne von Gemin2 teilweise de-
letiert, so daß eine Bindung von Gemin2 nicht oder nur instabil erfolgen sollte. Bei 
Überexpression dieser Mutante in HeLa PV-Zellen kann man bezüglich der Anzahl 
an Gems keinen Unterschied zu der Anzahl der Gems in Kontrollzellen finden 
(Pellizzoni et al., 1998). In dieser Arbeit wurde bei Überexpression der Mutante 
SMN27-294-EGFP in HEK293T-Zellen ein ähnlicher Wert für die durchschnittliche An-
zahl an SMN-positiven Kernkörpern gefunden, wie bei Überexpression von FGF-223-
DsRed (Abb. 6b). In HeLa PV-Zellen führt eine Depletion von SMN durch siRNA zu 
einer gleichzeitigen Depletion von Gemin2 und einer kompletten Destabilisierung der 




Gems nicht zu diesen drastischen Effekt (Feng et al., 2005). Der Effekt, den FGF-223 
auf die SMN-positiven Kernkörper ausübt, ist demnach subtil aber klar erkennbar. 
Die signifikante Reduktion der durchschnittlichen Anzahl an SMN-positiven Kernkör-
pern ließ sich auch in Motoneuronen transgener FGF-2 Mäuse feststellen (Abb. 7b). 
Diese Mäuse überexprimieren alle Isoformen des humanen FGF-2 (34 kDa, 
22,5 kDa, 21 kDa und 18 kDa) in allen untersuchten Geweben (Coffin et al., 1995). 
Dieses in vivo Ergebnis bestätigt die im Zellkulturversuch gewonnenen Daten. Eine 
Degeneration von Motoneuronen konnte in dieser Studie bei den untersuchten drei 
Monate alten Tieren nicht beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, daß die Anzahl 
und / oder Integrität der SMN-positiven Kernkörper zumindest keinen direkten Einfluß 
auf die Entwicklung eines SMA-Phänotyps hat. Dies widerspricht auf den ersten Blick 
den Daten, die aus Patientenzellen gewonnen wurden. In Patientenfibroblasten sind 
keine SMN-positiven Foci zu sehen, sondern eine diffuse Verteilung des SMN-
Proteins im Zellkern. Diese Tatsache spricht für einen Einfluß der SMN-positiven 
Kernkörper auf die Spinale Muskelatrophie. Jedoch ist zu bedenken, daß bei der 
SMA eine der Hauptfunktionen des SMN-Proteins, nämlich die Assemblierung der 
U snRNPs gestört ist. Ob eine Verteilung im Zellkern wichtig für die Ausbildung eines 
SMA-Phänotyps wichtig ist, ist ebenso unklar, wie die Rolle des SMN-Komplexes im 
Zellkern. 
4.2 Weitere Charakterisierung der subzellulären Lokalisa-
tion von FGF-2 
In dem zweiten Teil der Arbeit sollte die intranukleäre Lokalisation von FGF-2 in Ab-
hängigkeit der RG-Motive untersucht werden, die charakteristisch für den Aminoter-
minus der 21 kDa- und 23 kDa-Isoform sind. Über die intranukleäre Lokalisation von 
FGF-2 in Abhängigkeit dieser RG-Motive ist nur wenig bekannt. Die aminoterminale 
Verlängerung der hochmolekularen Isoformen von FGF-2 ist als Kernlokalisationsse-
quenz beschrieben (Arese et al., 1999; Bugler et al., 1991; Claus et al., 2003; Dono 
et al., 1998). Andere Gruppen charakterisieren sie hingegen als Kernretentionssignal 
(Schmidt-Zachmann et al., 1993). Die Lokalisation der einzelnen Isoformen wird kon-
trovers diskutiert (Bugler et al., 1991; Claus et al., 2003; Dono et al., 1998; Foletti et 
al., 2003; Quarto et al., 1991; Renko et al., 1990; Sheng et al., 2004). Der Grund für 
die Diskrepanzen in der Lokalisation der einzelnen Isoformen ist nicht klar. In dieser 
Studie wurde die Lokalisation von FGF-221 zum ersten Mal beschrieben. In immorta-
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lisierten Schwann-Zellen der Ratte ist eine Lokalisation in den Nukleoli zu sehen, je-
doch erfolgt keine Co-lokalisation mit Coilin in Cajal-Körpern (Abb. 12a). Dies weist 
im Zusammenhang mit den bisherigen Daten (Claus et al., 2003) auf eine Abhängig-
keit der intranukleären Lokalisation von RG-Motiven hin. Die aminoterminale Exten-
sion der 23 kDa-Isoform allein reicht aus, um DsRed in den Zellkern zu lokalisieren 
(Claus et al., 2003). Dieses Fusionskonstrukt ist im Zellkern ebenso wie FGF-223 
chromatinassoziert und punktuell verteilt. In dieser Arbeit wurden nun Mutationen der 
aminoterminalen Kernlokalisationssequenz der 23 kDa-Isoformen von FGF-2 herge-
stellt, um den Einfluß der RG-Motive auf die nukleäre Lokalisation von FGF-2 genau-
er zu untersuchen. Die hydrophoben Aminosäurereste zwischen dem zentralen RG-
Motiv und dem davon carboxyterminal liegenden scheinen keinen Einfluß auf die Lo-
kalisation im Zellkern zu haben, da diese Mutante ebenso wie ein DsRed-
Fusionskonstrukt lokalisiert, das die aminoterminale Kernlokalisationssequenz ent-
hält. Tauscht man den Argininrest im aminoterminalen RG-Motiv gegen Histidin aus, 
so bleibt es bei einer Chromatinassoziation und punktuellen Verteilung (Abb. 12a). 
Histidin ist wie Arginin eine basische Aminosäure und kann wie Arginin in einem HG-
Motiv methyliert werden. Dies ist bei dem Protein Aktin der Fall (Asatoor und Arm-
strong, 1967). Histidin liegt in diesem Fall monomethyliert vor, Arginine werden im 
Regelfall dimethyliert. Die Methylierung von Argininen in RG-Motiven steigert nur un-
wesentlich deren positive Ladung, jedoch erhöht die Addition von Methylgruppen die 
sterische Hinderung und entfernt Wasserstoffgruppen der Aminogruppe, die in Was-
serstoffbrückenbindungen involviert sein können (McBride und Silver, 2001). Das 
Beispiel des Proteins Sam68 zeigt einen Einfluß der Methylierung von Argininen auf 
Protein-Protein-Interaktion. Das RNA-bindende Protein Sam68 dient auch als Adap-
terprotein in Signaltransduktionskaskaden. Es kann sowohl an Proteine mit einer 
WW-Domäne als auch an Proteine, die eine SH3 (Src Homologie 3)-Domäne aufwei-
sen, binden. Proteine mit einer WW-Domäne sind durch zwei hochkonservierte Tryp-
tophanreste definiert. Diese binden wie auch SH3-Domänen-Proteine, bevorzugt an 
Proteine mit prolinreichen Sequenzen. Im methylierten Status bindet es schwächer 
an Proteine mit einer SH3-Domäne, die Bindung an Proteine mit einer WW-Domäne 
bleibt unverändert (Bedford et al., 2000). Für verschiedene Proteine wie zum Beispiel 
Sam68 und hnRNP-A1 ist zudem auch eine Abhängigkeit der Lokalisation vom Sta-
tus der Methylierung bekannt (Nichols et al., 2000; Smith et al., 2004). Was ge-




tionssequenz entfernt wird, die Kernsequenz von FGF-2 jedoch erhalten bleibt? Wie 
in Abbildung 12b gezeigt, lokalisiert die Mutante FGF-223∆8-23-EGFP wie ein 
FGF-218-EGFP-Fusionskonstrukt in den Nukleoli. Eine Co-lokalisation mit Cajal-
Körpern konnte nicht festgestellt werden, da zum einen ein Coilin-DsRed-
Fusionskonstrukt nicht exprimiert wurde, zum anderen kein geeigneter Coilin-
Antikörper vorhanden war. In diesem Fusionskonstrukt ist nur ein dimethyliertes RG-
Motiv vorhanden. Bei der Mutante FGF-223∆17-28 wurde das zentrale RG-Motiv mit 
dem davon carboxyterminal liegenden fusioniert. Auch dieses Fusionskonstrukt bein-
haltet die carboxyterminale Kernlokalisationssequenz von FGF-2. Dabei wurde die 
zentrale RG-reiche Domäne um zwei RG-Motive verkürzt. Auch in diesem Fall lokali-
siert das Fusionsprotein wie das als Kontrolle verwendete FGF-218-EGFP-
Fusionsprotein. In diesem Fall wies das verwendete Fusionsprotein nur drei RG-
Motive auf von denen bekannt ist, daß sie dimethyliert werden. Diese Daten weisen 
klar auf einen Einfluß der RG-Motive beziehungsweise deren posttranslationale Mo-
difikation auf die intranukleäre Lokalisation der hochmolekularen Isoformen des 
Wachstumsfaktors FGF-2 hin. Vergleicht man die Lokalisation der einzelnen Isofor-
men von FGF-2 und der Mutanten FGF-223∆8-23-EGFP sowie FGF-223∆17-28-EGFP 
miteinander, so wird deutlich, daß der Transport in den Zellkern selbst nicht von der 
Anzahl der RG-Motive abhängt. Dieser wird wahrscheinlich durch die im Carboxy-
terminus der 18 kDa-Isoform vorliegende Kernlokalisationssequenz vermittelt. Diese 
nichtkonventionelle zweigeteilte Kernlokalisationssequenz ist durch die Aminosäure-
reste 116RSRKYTSWYVALKR129 charakterisiert (Claus et al., 2003; Sheng et al., 
2004). Der erste Teil der Kernlokalisationssequenz 116RSRK119 und der zweite Teil 
128KR129, die durch basische Aminosäurereste charakterisiert sind, werden durch ei-
nen Abschnitt getrennt, der mehrheitlich aus hydrophoben Aminosäureresten be-
steht. In einer konventionellen zweigeteilten Kernlokalisationssequenz 
(KRX10-12KRRK) binden die vorliegenden basischen Aminosäurereste an Importin-
alpha (Fontes et al., 2003). Das Importin-alpha/beta Heterodimer ermöglicht den Im-
port von Proteinen über Kernporen-Komplexe in den Zellkern (Otis et al., 2006). Die-
ses ist auch für die 18 kDa-Isoform denkbar, da in einem dreidimensionalem Modell 
von FGF-218 die basischen Cluster der Kernlokalisationssequenz an der Proteinober-
fläche zu finden sind. Der Aminoterminus der hochmolekularen Isoformen scheint die 
Tertiärstruktur der Kernsequenz von FGF-2 nicht zu beeinflussen. Zudem ist die Ter-
tiärstruktur des Aminoterminus nicht bekannt (Moy et al., 1995). Während (Sheng et 
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al., 2004) die Kernlokalisationssequenz der 18 kDa-Isoform allein als ausreichend für 
die Lokalisation in den Zellkern beschreiben, postulieren (Foletti et al., 2003), daß 
dafür ein Zusammenspiel der amino- und carboxyterminalen Bereiche der 18 kDa-
Isoform notwendig ist. Die Lokalisation innerhalb des Zellkerns scheint jedoch ab-
hängig von der Anzahl der RG-Motive zu sein. Interessanterweise wird die Kernloka-
lisation in einer Mutante der 23 kDa-Isoform, in der die Argininreste des ersten Ab-
schnitts der carboxyterminalen Kernlokalisationssequenz durch Glycinreste ersetzt 
worden sind (R149G/R151G), in immortalisierten Schwann-Zellen der Ratte komplett 
verhindert. In HeLa- und COS-7-Zellen hingegen bewirkt diese Mutation nur eine 
moderate Inhibition der Kernlokalisation (Sheng et al., 2004). Die Anzahl der di-
methylierten Argininreste in den RG-Motiven vermittelt zudem Interaktionen mit je-
weils unterschiedlichen Proteinen. Diese spezifischen Interaktionen hätten im Falle 
der Interaktion von SMN und FGF-223 eine spezifische Lokalisation von FGF-223 in 
SMN-positiven Kernkörpern zur Folge (Claus et al., 2003). Ein anderes Beispiel stellt 
die Assoziation von FGF-223 und Chromatin dar (Sun et al., 2001). Die durch die RG-
Motive vermittelten Proteininteraktionen ermöglichen vermutlich auch die Retention 
der Mutante FGF-223_NT-DsRed im Zellkern. Das sonst gleichmäßig in der Zelle ver-
teilte DsRed-Protein könnte durch den RG-reichen Aminoterminus im Zellkern 
„gehalten“ werden, indem es über die RG-Motive vermittelte Protein-Protein-
Interaktionen eingeht. Dabei spielt vor allem die zentrale RG-reiche Domäne eine 
Rolle. Aus diesen Daten läßt sich also folgendes Modell für die intranukleäre Lokali-
sation Isoformen der Fibroblastenwachstumsfaktors-2 postulieren: Der Transport von 
FGF-2 in den Zellkern ist vornehmlich von der Kernlokalisationssequenz abhängig, 
die sich im Carboxyterminus des Proteins befindet und durch die Aminosäurereste 
116RSRK119 und 128KR129 definiert wird. Die Kernlokalisationssequenz, die durch den 
Aminoterminus der hochmolekularen Isoformen definiert wird, ist für die Lokalisation 
von chimären Proteinen in den Zellkern ausreichend. Wird die carboxyterminale 
Kernlokalisationssequenz in der 23 kDa-Isoform von FGF-2 mutiert, reicht die Kern-
lokalisationssequenz im Aminoterminus des Proteins jedoch nicht aus, um FGF-223 in 
den Zellkern zu lokalisieren (Claus et al., 2003). Die Lokalisation innerhalb des Zell-
kerns wird von mehreren Sequenzen beeinflußt. Lokalisationsstudien mit Mutanten 
des FGF-2-Proteins haben ergeben, daß für die Lokalisation von FGF-218 in die Nu-
kleoli ein Zusammenspiel einer der beiden Kernlokalisationssequenzen mit den er-




Zudem können die Aminosäurereste Lys119, Arg129 und Lys128, die alle in der Kernlo-
kalisationssequenz der 18 kDa-Isoform zu finden sind, die Lokalisation in die Nukleoli 
modulieren. Die Abhängigkeit der differentiellen intranukleären Lokalisation von zwei 
unterschiedlichen Motiven ist für FGF-3 gezeigt (Antoine et al., 1997). Die Sequenz, 
die für die Lokalisation von FGF-2 in die Cajal-Körper verantwortlich ist, ist nicht be-
kannt. Jedoch verhindert die Anwesenheit der zentralen RG-reichen Domäne die Co-
lokalisation von FGF-2 und Coilin, wie es bei FGF-221 zu sehen ist. Für die intra-
nukleäre Lokalisation der 23 kDa-Isoform, die sich komplett von der der anderen Iso-
formen unterscheidet, scheint nur das zusätzliche aminoterminale RG-Motiv verant-
wortlich zu sein. Dieses scheint die spezifischen Interaktionen der 23 kDa-Isoform 
zum Beispiel mit SMN erst zu ermöglichen und somit die typische Lokalisation zu 
bewirken. 
4.2.1 Die Inhibition der Methylierung der RG-Motive bewirkt 
eine Veränderung der subzellulären Lokalisation von FGF-2 
Wie wirkt sich die Inhibition der Arginimethylierung auf die subzelluläre Lokalisation 
von FGF-2 aus? Wie in dieser Arbeit durch immuncytochemische Versuche gezeigt, 
akkumuliert ein Großteil von FGF-2 nach Behandlung mit dem Methylierungsinhibitor 
AdOx im Cytoplasma und an der Peripherie des Zellkerns (Abb. 11). In unbehandel-
ten Zellen hingegen war FGF-2 gleichförmig in der Zelle verteilt. In dieser Studie war 
zwar noch ein Signal für FGF-2 im Zellkern zu sehen, vermutlich war dies auf die 
Anwesenheit der 18 kDa-Isoform von FGF-2 zurückzuführen, die nicht methyliert 
werden kann. Es ist ebenfalls möglich, daß das detektierte Signal von bereits methy-
liertem FGF-223 stammte, welches vor Zugabe des Methylierungsinhibitors dieser 
posttranslationalen Modifikation unterworfen wurde. Die hier erhaltenen Daten ste-
hen im Widerspruch zu bisherigen Daten (Pintucci et al., 1996). Dort veränderte sich 
zwar ebenfalls nach Behandlung von NIH3T3-Zellen mit dem Methylierungsinhibitor 
5’-Deoxy-5’-Methylthioadenosin (MTA) die subzelluläre Lokalisation der hochmoleku-
laren Isoformen von FGF-2. Jedoch waren die hochmolekularen Isoformen von 
FGF-2 in dieser Studie nach Behandlung mit MTA gleichmäßig im Cytoplasma und 
Zellkern verteilt (Pintucci et al., 1996). Der Grund für diesen Unterschied könnte in 
der unterschiedlichen Effizienz der Methylierungsinhibition der verwendeten Substra-
te MTA und AdOx liegen. Durch einen unterschiedlichen Grad an Inhibition der Me-
thylierung könnte das unterschiedliche Verteilungsmuster zustande kommen. Die 
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Möglichkeit der posttranslationalen Modifikation von FGF-223 durch PRMT1 und 
PRMT5, sowie die Möglichkeit die subzelluläre Lokalisation von FGF-223 durch den 
Einsatz eines Methylierungsinhibitors zu modulieren, sprechen für einen Zusammen-
hang zwischen der Argininmethylierung und Lokalisation der 23 kDa-Isoform im Zell-
kern. Aus den Ergebnissen dieser Versuche kann man also schließen, daß die sub-
zelluläre Lokalisation der hochmolekularen Isoformen sowohl von der Anzahl der RG-
Motive als auch vom Status der Methylierung dieser Motive abhängig ist. 
4.3 Modell für FGF-223-Funktion 
Als endogenes Protein wird FGF-223 fast ausschließlich im Cytosol und im Zellkern 
gefunden (Arnaud et al., 1999; Bugler et al., 1991; Renko et al., 1990; Sorensen et 
al., 2006). Nach der Translation wird FGF-223 wahrscheinlich direkt in den Zellkern 
transportiert. Im Zellkern ist FGF-223 zum Teil chromatinassoziiert, in einem punktu-
ellem Muster verteilt und co-lokalisiert bei Überexpression mit SMN in Gems bezie-
hungsweise SMN-positiven Kernkörpern (Claus et al., 2003; Sun et al., 2001). Wei-
terhin kommt es im Zellkern zu einer direkten Interaktion mit zwei Proteinen, die im 
Spleißprozeß von pre-mRNA involviert sind, SMN und SF3a66. Zudem ist FGF-223 
mit U2 snRNA assoziiert (Claus et al., 2004; Gringel et al., 2004). Die Interaktion mit 
SMN findet unter Kompetition mit Gemin2 statt, was eine Destabilisierung der SMN-
positiven Kernkörper zur Folge hat. Bei dieser Bindung könnte es zu einer Übertra-
gung der snRNPs auf einen Komplex kommen, der FGF-223 enthält. Desweiteren 
interagiert FGF-2 direkt mit einer Untereinheit von SF3a (SF3a66). SF3a spielt neben 
SF3b eine Schlüsselrolle in der Reifung des 12 S U2 snRNP zum funktionellem 17 S 
U2 snRNP (Brosi et al., 1993a; Brosi et al., 1993b; Kramer et al., 1999). Durch die 
Bindung an SMN und SF3a66 im Zellkern könnte letztlich eine Subklasse an 
U snRNPs gebildet werden, die in Abhängigkeit des Wachstumsfaktors die Spleißef-
fizienz und / oder das alternative Spleißen beeinflussen könnte. Welche Bedeutung 
hat die Kompetition der Bindung von FGF-223 und Gemin2 an SMN im Zellkern und 
der daraus folgenden verminderten Anzahl an SMN-positiven Kernkörper in der Zelle 
in der Pathologie der SMA? In SMA-Patienten ist die Biogenese der U snRNPs ge-
stört (Briese et al., 2005; Monani, 2005). Eine Überexpression von FGF-223 sollte 
diese jedoch nicht beeinflussen, da FGF-223 erst im Zellkern an SMN bindet. Wie 
erwähnt kommt es in Fibroblasten von SMA-Patienten zu keiner Ausbildung von 




minderte Oligomerisierungskapazität auf und wird schnell degradiert (Lorson et al., 
1998). Demnach scheint die Fähigkeit von SMN zur Oligomerisierung einen Einfluß 
auf die Ausbildung der SMN-positiven Kernkörper zu haben. Gemin2 ist wie SMN 
eine Kernkomponente der SMN-positiven Foci (Fischer et al., 1997; Liu et al., 1997). 
Eine Depletion von Gemin2 durch RNAi führt zu ähnlichen Ergebnissen bezüglich der 
Häufigkeitsverteilung der SMN-positiven Foci, wie eine Überexpression von FGF-223 
(nicht gezeigt). Eine Überexpression von FGF-223 führt zu verlängerten Neuriten in 
PC 12-Zellen (Muller-Ostermeyer et al., 2001), zudem ist FGF-223 in axonalen Rege-
nerationsprozessen beteiligt (Haastert et al., 2006). Daher ist es denkbar, daß eine 
potentielle U snRNP-Subklasse, die unter Einfluß von FGF-223 gebildet würde, wich-
tig für das Wachstum von Motoneuronen wäre. Eine „Übertragung“ der U snRNPs an 
FGF-223 fände in SMN-positiven Foci statt. Da es bei der SMA nicht zu einer Bildung 
solcher Foci kommt, käme es auch nicht zur Bildung einer U snRNP-Subklasse, was 
den für SMA typischen Phänotyp hervorriefe. Eine Destabilisierung der SMN-
positiven Kernkörper durch eine Überexpression von FGF-223 hätte demnach keiner-
lei negative Auswirkungen auf das Auswachsen von Motoneuronen und riefe keinen 
SMA-Phänotyp hervor, sondern entspräche einem beim Auswachsen von Motoneu-
ronen regulierten Vorgang. Dies wäre der Grund, weshalb bei den hier untersuchten 
FGF-2-überexprimierenden Mäusen kein SMA-Phänotyp auftrat. Die Rolle der 
U snRNPs in der Pathologie der Spinalen Muskelatrophie ist jedoch kontrovers. Im 
Zebrafischmodell wirkt sich nicht nur die Herunterregulation von Smn durch anti-
sense Morpholinos in einem Defekt der Motoneurone aus. Auch die Herunterregula-
tion von pICln und Gemin2, beides Proteine, die an der Biogenese der U snRNPs 
beteiligt sind, zeigen im Zebrafischmodell einen solchen Effekt. Wurden in Embryo-
nen, in die anti-sense Morpholinos gegen Smn und Gemin2 injizierte wurden, gleich-
zeitig aufgereinigte U snRNPs injiziert, so wurde die Ausbildung der axonalen Defek-
te verhindert (Winkler et al., 2005). Andere Arbeitsgruppen berichten hingegen, daß 
das korrekte Auswachsen der Axone im Zebrafisch-Modell unabhängig von der Bio-
genese der U snRNPs ist (Carrel et al., 2006). Mit Hilfe dieser Arbeit konnte ein wei-
terer Einblick in die Biologie der Interaktion zwischen dem SMN-Protein und dem Fi-
broblastenwachstumsfaktor-2 gewonnen werden. In Bezug auf die Pathogenese der 
SMA wäre es von Interesse zu überprüfen, ob durch FGF-223 die Bildung einer 
U snRNP-Subklasse vermittelt wird. Zudem wäre von Interesse, ob in Abhängigkeit 
von FGF-223 tatsächlich ein differentielles Spleißen von RNAs stattfindet, die wichtig 
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für das Auswachsen von Motoneuronen sind und ob dieses Spleißmuster bei der 
SMA verändert ist. 
Abbildung 13: Zusammenfassendes Schema der Interaktion von FGF-223 und SMN sowie derer 
funktioneller Konsequenz. FGF-223 liegt mit PRMT5 in einem gemeinsamen Komplex vor und wird 
von dieser Typ II Methyltransferase in vitro methyliert. Im Zellkern erfolgt die Bindung an das SMN-
Protein, welches im Cytoplasma eine wichtige Rolle in der Assemblierung der U snRNPs spielt. Die 
Bindung an SMN erfolgt unter Kompetition mit Gemin2, was sich in einer Destabilisierung der SMN-
positiven Kernköper auswirkt. FGF-223 interagiert mit SF3a66 (Gringel et al., 2004), einer Untereinheit 
des SF3a-Komplexes und liegt in einem Komplex mit U2 und U4 snRNA vor (Claus et al., 2004). Auf-
grund dessen ist es möglich, daß eine Subklasse von U snRNPs gebildet wird, die in Abhängigkeit 
dieses Wachstumsfaktors ein differentielles Spleißen motoneuronspezifischer pre-mRNAs bewirkt. Die 
Destabilisierung der SMN-positiven Kernkörper unter Verdrängung von Gemin2 könnte eine Bedin-
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